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1.1 Chlamydomonas como organismo modelo.  
 
Chlamydomonas reinhardtii es el organismo modelo usado en la presente Tesis 
Doctoral. Este alga verde unicelular se ha establecido como organismo eucariota 
fotosintético modelo de referencia. Las cepas de laboratorio usadas actualmente 
derivan probablemente de una muestra de suelo aislada por GM Smith en 1945 cerca 
de Amherst (Massachusetts, Estados Unidos) (Harris, 2001). A continuación se detallan 
sus características más importantes, así como las ventajas que le han llevado a 
convertirse en el organismo modelo que es hoy en día.  
 
1.1.1 Clasificación filogenética y distribución del género Chlamydomonas. 
 
El género Chlamydomonas engloba distintas algas unicelulares, caracterizadas por 
presentar dos flagelos anteriores, un cloroplasto que envuelve uno o más pirenoides, y 
pared celular (Harris, 2001; Harris et al., 2008). Las distintas especies dentro del género 
se han clasificado según sus características morfológicas (Harris, 2001). 
Según la última clasificación taxonómica de los eucariotas, el género Chlamydomonas 
se encuentra dentro del grupo Archaeplastida, que comprende organismos con 
cloroplasto procedente de una endosimbiosis primaria con una cianobacteria (que es 
el caso de Chlamydomonas) así como organismos que han perdido este cloroplasto 
(Adl et al., 2005). Dentro de este grupo, Chlamydomonas se encuentra en el rango 
Chloroplastida, segundo rango Chlorophyta (Adl et al., 2005). 
Las especies de Chlamydomonas se encuentran distribuidas por diversidad de hábitats 
a lo largo de todo el planeta, pudiendo vivir incluso en condiciones extremas. Algunas 
especies habitan ambientes extremadamente ácidos, como pueden ser pantanos o 
lagos ácidos, cráteres volcánicos, manantiales de azufre o aguas contaminadas por la 
minería (Harris et al., 2008). Por ejemplo, se han encontrado especies de 
Chlamydomonas en Río Tinto (Huelva), que es extremadamente ácido y presenta 
elevadas concentraciones de metales pesados (Aguilera and Amils, 2005). Por otro 
lado, también se conocen especies halotolerantes de Chlamydomonas, que habitan en 
ecosistemas marinos (Harris et al., 2008). 
Otras especies de Chlamydomonas viven a temperaturas extremas. Por ejemplo, se 
han descubierto especies de Chlamydomonas en la Antártida, que sobreviven gracias a 
la secreción de proteínas IBP (Ice-Binding Proteins) que modifican la estructura del 
hielo y permiten la supervivencia celular (Raymond and Morgan-Kiss, 2013). Además, 
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se conocen especies que han dado lugar a las llamadas “nieve roja” y “nieve verde”, 
por dar estos colores a la nieve de algunos hábitats del hemisferio norte (Harris et al., 
2008). 
 
1.1.2 Morfología de Chlamydomonas reinhardtii. 
 
Las células de Chlamydomonas reinhardtii (Figura 1) presentan una forma ovalada con 
una longitud aproximada de 10 µm y se encuentran envueltas por una pared celular, 
compuesta básicamente de glicoproteínas y no de celulosa como se ha publicado 
erróneamente en alguna ocasión (Harris et al., 2008). En la parte central de las células, 
encontramos un núcleo de 2 a 4 µm de diámetro con un nucléolo prominente. La 
membrana del núcleo se encuentra unida a la del retículo endoplasmático, cerca del 
cual se sitúa el aparato de Golgi. En esta zona de la célula, encontramos también el 




Figura 1: Representación de una interfase de célula de Chlamydomonas. BB: cuerpos basales, 
Chl: cloroplasto, Cv: vacuola contráctil, Cw: pared celular, Er: retículo endoplasmático, Es: 
mancha ocular, F: flagelo, G: aparato de Golgi, L: cuerpo lipídico, Mi: mitocondria, N: núcleo, 




Distribuidas por el citoplasma se encuentran las mitocondrias, que suelen presentar 
forma alargada y que ocupan una parte muy pequeña del volumen celular (Eriksson et 
al., 1995). Por otro lado, se encuentra un único gran cloroplasto en la zona basal de las 
células. El cloroplasto presenta forma de copa y se encuentra  rodeando el núcleo, 
ocupando aproximadamente dos tercios del volumen celular. La membrana tilacoidal 
forma vesículas delgadas o discos, que pueden organizarse en agrupamientos de 2 a 10 
discos o permanecer aislados (Harris, 2001; Harris et al., 2008). 
Dentro de la parte central del cloroplasto encontramos el pirenoide, orgánulo en el 
que se lleva a cabo la fijación de dióxido de carbono y que se compone básicamente de 
Rubisco (Ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa). Suelen encontrarse gránulos de almidón 
envolviendo el pirenoide (Harris, 2001). 
En la parte anterior de las células se encuentran dos vacuolas contráctiles, con función 
osmoreguladora. Estas vacuolas especializadas son de gran importancia en la 
regulación del flujo celular de agua (Kosmic-Buchmann et al., 2014). Cuando las células 
se encuentran en un medio hipotónico, las vacuolas contráctiles eliminan el exceso de 
agua absorbida, evitando que las células lleguen a explotar (Luykx et al., 1997). 
En la zona apical de las células encontramos también dos flagelos, de una longitud de 
entre 10 y 12 µm. Estos flagelos, compuestos por más de 250 proteínas, emergen a 
través de la pared celular por unas estructuras especializadas en forma de collar 
(Mitchell, 2000). Los flagelos nacen de un par de cuerpos basales, localizados justo en 
el extremo anterior de la célula. Estos cuerpos basales se encuentran conectados el 
uno al otro a través de una fibra estriada, además en su extremo proximal se 
encuentran unidos a cuatro grupos de microtúbulos que se extienden por la parte 
anterior de la célula. Por último, los cuerpos basales se encuentran conectados al 
núcleo a través de fibras proximales (Harris, 2001; Harris et al., 2008). 
Finalmente, en el ecuador celular y dentro de uno de los extremos del cloroplasto, se 
encuentra la mancha ocular o “eyespot”. La mancha ocular está formada por dos o 
más capas de gránulos de pigmentos carotenoides, por lo que suele visualizarse al 
microscopio como un punto de color anaranjado. Estos pigmentos dirigen la luz a un 
fotoreceptor que se encuentra en la membrana plasmática adyacente a la mancha 
ocular. Por otro lado, la mancha ocular se encuentra asociada a las raíces de los 
microtúbulos de los flagelos, lo que implica una conexión funcional entre la 
fotorecepción y la movilidad celular. En conjunto, la mancha ocular permite a las 
células orientarse según la luz, por lo que se le considera un aparato visual primitivo 






1.1.3 División celular de Chlamydomonas reinhardtii. 
 
Chlamydomonas puede reproducirse de forma asexual o sexual. La reproducción 
asexual consiste en la división mitótica de las células, que se da siempre que las 
circunstancias son favorables para ello. Al inicio de la mitosis, desaparece el nucléolo y 
el núcleo cambia de posición, situándose cerca de la membrana plasmática (Harris et 
al., 2008). 
Durante la mitosis, los cuerpos basales asumen el papel de centriolos. Así, se pierde la 
conexión entre los cuerpos basales y los flagelos, que son absorbidos por la célula. Se 
forma el huso mitótico, los microtúbulos se dirigen hacia los polos celulares y aparece 
un anillo contráctil de actina que envuelve el huso (COSS, 1974). 
Posteriormente los cuerpos basales se duplican, situándose un par en cada extremo 
del huso mitótico. Cada par estará formado por un cuerpo basal nuevo y por otro 
antiguo (Huang et al., 1982). El núcleo empieza a elongarse y los cromosomas se 
mueven hacia sus respectivos polos (Harris et al., 2008).  
Finalmente se da la división y los cuerpos basales vuelven al extremo anterior de la 
célula, donde se forman nuevos flagelos. El cloroplasto se divide al darse la citocinesis, 
separándose en dos partes aproximadamente iguales. Además, se piensa que cada 
parte de cloroplasto hereda un número de copias parecido del genoma cloroplástico. 
Dentro del núcleo de las células hijas, aparece de nuevo el nucléolo. En muchas 
ocasiones, ocurren dos ciclos de mitosis seguidos dentro de la pared celular de una 
única célula madre, que al degradarse libera cuatro células hijas (Harris, 2001; Harris et 
al., 2008). 
Por otro lado, la meiosis se da en las zigosporas de Chlamydomonas durante su ciclo de 
vida sexual. Las zigosporas son células diploides producto de la unión de dos células 
haploides, con una pared gruesa que les permite resistir condiciones adversas. Debido 
a las características de esta pared, la visualización del proceso de meiosis en 
Chlamydomonas ha sido muy escasa. No obstante, se cree que los estados de 
metafase, anafase y telofase de meiosis I y II son similares a los respectivos estados de 
mitosis, asumiendo también los cuerpos basales el papel de centriolos (Harris et al., 
2008). 
 
1.1.4 El ciclo de vida de Chlamydomonas reinhardtii. 
 
Chlamydomonas es un alga fotosintética, que puede vivir tanto de forma autótrofa 
como heterótrofa. Es decir, puede crecer fotosintéticamente gracias a la luz y al 
dióxido de carbono atmosférico, o bien puede usar acetato como fuente de carbono, 
lo cual representa una gran ventaja ya que permite el crecimiento en oscuridad. 
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Además, Chlamydomonas puede crecer en medio líquido o sólido a pH neutro, y no 
presenta requerimientos especiales (Harris, 2001). 
Cuando el crecimiento se realiza en luz continua (con o sin acetato), es siempre más 
rápido que en oscuridad, obteniendo un tiempo medio de división de entre 6 y 8 horas 
(Harris, 2001). Esto es debido a que en presencia de luz realiza la fotosíntesis además 
de poder obtener energía del acetato, mientras que en oscuridad su única fuente de 
energía es el acetato. Por otro lado, cuando se realiza el cultivo en ciclos de luz-
oscuridad, las células de C. reinhardtii sincronizan su crecimiento permaneciendo en 
fase G1 durante el período de luz y dividiéndose durante el período de oscuridad, 
dependiendo el número de divisiones del tamaño celular alcanzado durante el período 
de luz (Harris, 2001; Harris et al., 2008). 
Cabe resaltar el control de los ciclos ambientales en las células de Chlamydomonas, 
comúnmente conocido como reloj circadiano. En el genoma de Chlamydomonas se 
han encontrado multitud de genes relacionados con los ciclos circadianos en otros 
organismos (Mittag et al., 2005). Así, cuando las células viven en su entorno natural, la 
fototaxis ocurre mayoritariamente durante las horas de luz, el contenido en almidón es 
máximo en medio de la fase de oscuridad y la asimilación de nitrógeno se maximiza al 
final de la fase de oscuridad. Todos estos procesos continúan cuando las células se 
cultivan de forma artificial en luz constante, pero en la naturaleza se encuentran 
estrictamente regulados por los ciclos ambientales (Harris et al., 2008). 
Por último, el ciclo de vida de Chlamydomonas incluye su ciclo de reproducción sexual 
(Figura 2). Las células son normalmente haploides, y pueden pertenecer a dos tipos 
distintos de genotipos de apareamiento o “mating type”: + o -. Estos genotipos están 
determinados por un único locus en el genoma, distinto para cada tipo celular (Ferris 
et al., 2002). Los dos tipos celulares resultantes son similares morfológicamente, 
aunque pueden presentar ciertas diferencias a nivel ultra-estructural (Harris et al., 
2008). 
Cuando se encuentran en condiciones adversas, los dos tipos celulares pueden 
diferenciarse en gametos sexualmente competentes, siendo la deficiencia de 
nitrógeno el inductor más potente de la gametogénesis. Para que tenga lugar la 
gametogénesis es además necesaria la presencia de luz (Beck and Acker, 1992). Por 
otro lado, es conocido que distintos genes se encargan de llevar a cabo la 
gametogénesis en cada genotipo de apareamiento, además cada tipo celular desarrolla 
estructuras de apareamiento diferentes (Harris et al., 2008).  
Una vez competentes, los gametos de tipo + se aparean con los gametos de tipo - a 
través de los flagelos, en una reacción mediada por aglutininas específicas (Hunnicutt 
et al., 1990). Cada gameto puede unirse a más de un gameto del tipo contrario a través 
de los flagelos, por lo que se forman grupos de células unidas conocidos como 

























Figura 2: Ciclo de reproducción sexual en Chlamydomonas reinhardtii. Adaptado de Harris et 
al., 2008. 
 
Después del apareamiento, los flagelos sufren cambios morfológicos, se activan las 
estructuras de apareamiento y las paredes celulares se disuelven mediante enzimas 
líticas. Las dos células se fusionan (plasmogamia) a través de las estructuras de 
apareamiento, dando lugar a un zigoto diploide móvil con cuatro flagelos. Una vez 
fusionadas las células, se fusionan los núcleos (cariogamia) y posteriormente los 
cloroplastos (Harris et al., 2008).  
Finalmente, los flagelos así como los cuerpos basales y toda la maquinaria asociada 
desaparecen. Entonces se sintetiza la pared, que es impermeable y está formada por 
glicoproteínas y material fibroso, dando lugar a la zigospora. En la zigospora, los 
cloroplastos se fusionan y se acumulan cuerpos lipídicos (Baldan et al., 1991). Las 
zigosporas son formas resistentes, que pueden permanecer viables en la naturaleza 
durante años (Harris et al., 2008).  
Por último, cuando vuelve a haber disponibilidad de nitrógeno en el medio, ocurre la 
meiosis de las zigosporas como se ha comentado en el apartado anterior, dando lugar 
de nuevo a células haploides (Harris, 2001).  
No obstante, entre el 1 y el 5 % de los gametos fusionados no da lugar a zigosporas, 
sino a células diploides que se reproducen de forma vegetativa mediante mitosis. Estas 
8 
 
células pueden diferenciarse claramente gracias a que empiezan a dividirse 
rápidamente después de la fusión de los gametos, por lo que al sembrar una mezcla de 
apareamiento son las primeras colonias en aparecer. También pueden diferenciarse 
mediante marcadores auxótrofos. Se desconoce si este tipo de células diploides puede 
tener alguna utilidad para Chlamydomonas, ya que son células incapaces de producir 
zigosporas e incapaces de aparearse las unas con las otras, por presentar el genotipo 
de apareamiento - que actúa como dominante a nivel fenotípico (Ebersold, 1967). 
 
1.1.5 Principales ventajas de Chlamydomonas reinhardtii para su uso en el 
laboratorio. 
 
Chlamydomonas se considera una forma de vida primitiva de gran relevancia evolutiva, 
ya que se cree que es similar a la célula eucariota ancestral. Su linaje se separó del de 
las plantas terrestres hace aproximadamente mil millones de años, después de 
haberse separado del linaje que dio lugar a animales y hongos. La secuenciación del 
genoma de Chlamydomonas ha confirmado su significancia evolutiva. Así, 
Chlamydomonas comparte genes con animales (genes que se perdieron en el linaje de 
las plantas), sobretodo genes relacionados con los flagelos y los cuerpos basales 
(Merchant et al., 2007).  
Además de su relevancia, que convierte a Chlamydomonas en un modelo de gran 
utilidad, esta microalga presenta importantes ventajas para su uso en el laboratorio. 
Tanto es así que se le ha llegado a denominar la “levadura verde” (Goodenough, 1992), 
comparándola con la levadura como modelo de célula eucariota en general. 
 
1.1.5.1 Ciclo de vida y crecimiento. 
 
Chlamydomonas presenta un ciclo de vida simple y puede cultivarse fácilmente en el 
laboratorio, tanto en medio mínimo como en medio enriquecido con acetato, como ya 
se ha comentado anteriormente. La capacidad de crecer con acetato como fuente de 
carbono le permite crecer en oscuridad. A diferencia de lo que ocurre en plantas, 
Chlamydomonas es capaz de sintetizar y ensamblar un cloroplasto funcional en 
oscuridad, lo que convierte a este organismo en un  excelente modelo para el estudio 
de la fotosíntesis (Rochaix, 2001). Hoy en día, existen multitud de mutantes de 
fotosíntesis y de biogénesis y regulación del cloroplasto disponibles en C. reinhardtii 
(http://chlamycollection.org/), que se ha convertido en uno de los principales 




1.1.5.2 Herramientas moleculares. 
 
Se han descrito una serie de herramientas moleculares que facilitan el uso de 
Chlamydomonas en el laboratorio y la convierten en un organismo modelo versátil. Sus 
tres genomas, mitocondrial, cloroplástico y nuclear, se encuentran secuenciados y 
anotados (Maul, 2002; Merchant et al., 2007; Vahrenholz et al., 1993), y la 
transformación tanto del núcleo como del cloroplasto y de la mitocondria se puede 
realizar hoy en día de forma sencilla (Harris, 2001). 
 
1.1.5.2.1 Transformación del núcleo de Chlamydomonas. 
 
La transformación nuclear de Chlamydomonas puede llevarse a cabo mediante 
distintas técnicas, aunque las principales son la agitación en presencia de perlas de 
vidrio (Kindle, 1990) y la electroporación (Shimogawara et al., 1998). La más sencilla es 
la agitación vigorosa de las células con perlas de vidrio junto con el ADN 
transformante, cuya principal ventaja es que no requiere equipamiento especializado. 
No obstante, hay que tener en cuenta que se requiere disolver la pared celular 
previamente a la transformación, o bien usar mutantes de pared celular (KINDLE, 
1990). La electroporación presenta una eficiencia de hasta dos órdenes de magnitud 
superior a la obtenida por agitación con perlas de vidrio (Shimogawara et al., 1998). En 
este caso, no es necesario eliminar la pared celular aunque hacerlo aumenta la 
eficiencia.  
Recientemente, se han desarrollado más técnicas de transformación que presentan 
una elevada eficiencia, como el uso de nanopartículas cargadas positivamente (Kim et 
al., 2014) o la transformación mediada por Agrobacterium (Pratheesh et al., 2014). Por 
tanto, el abanico de herramientas moleculares disponibles para Chlamydomonas sigue 
en continuo crecimiento. 
Como inconveniente, cabe destacar que la transformación nuclear ocurre por inserción 
al azar del ADN exógeno en el genoma, ya que el núcleo presenta una recombinación 
homóloga muy ineficiente o prácticamente inexistente (Sodeinde and Kindle, 1993), lo 
que dificulta las tareas de silenciamiento génico. Además, esta inserción al azar 
provoca en ocasiones la deleción de fragmentos de ADN endógenos (Lefebvre and 
Silflow, 1999).  
No obstante, las técnicas de RNA interferente o RNAi se encuentran bastante 
desarrolladas en Chlamydomonas y permiten el silenciamiento de genes específicos 
(Jinkerson and Jonikas, 2015; Kim and Cerutti, 2009; Schroda, 2006). Por otro lado, 
esta inserción al azar que ocurre en el núcleo de Chlamydomonas puede utilizarse 
como herramienta para realizar mutagénesis insercional (Tam and Lefebvre, 1995). 
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Existen distintos promotores y genes de resistencia a antibióticos disponibles para 
transformar Chlamydomonas reinhardtii. Los promotores más utilizados son los de los 
genes PsaD, RbcS2 y HSP70A. Estos genes tienen niveles de transcripción elevados, por 
lo que sus promotores proporcionan buenos resultados de expresión.  
El gen PsaD codifica para una subunidad del Fotosistema I, que al presentar una 
elevada tasa de renovación requiere una elevada expresión del gen. La característica 
más importante del gen PsaD es que no presenta intrones, lo que significa que todas 
las secuencias reguladoras necesarias para su elevada expresión se encuentran en el 
promotor (Fischer and Rochaix, 2001).  
El gen RbcS2 codifica una de las subunidades pequeñas de la Rubisco, considerada la 
proteína más abundante en la Tierra, y cuyo promotor ha sido ampliamente utilizado 
para proporcionar niveles de expresión elevados en Chlamydomonas. Al contrario que 
el gen PsaD, el gen RbcS2 sí presenta intrones involucrados en su expresión, y se ha 
comprobado que la inserción de su primer intrón en un gen marcador aumenta la 
expresión de forma significativa (Fischer and Rochaix, 2001).  
Por último, el gen HSP70A codifica para una chaperona de elevada expresión. Este 
promotor presenta una expresión constitutiva, inducible además por calor y por luz 
(Schroda et al., 2000). Funciona como activador transcripcional cuando se sitúa 
delante de otros promotores, ya que actúa disminuyendo la probabilidad de que el 
transgen se silencie transcripcionalmente (Schroda et al., 2002). 
Además de estos promotores, también se ha utilizado el promotor del gen de la nitrato 
reductasa Nit1 (Koblenz and Lechtreck, 2005), que es un promotor regulable que se 
induce cuando las células se encuentran en limitación de amonio (Fernandez et al., 
1989). Por otro lado, el gen Nit1 puede utilizarse como marcador de selección al 
complementar mediante co-transformación con genes no seleccionables la estirpe nit1 
de Chlamydomonas (Kindle et al., 1989). 
Los problemas de expresión génica que en ocasiones se presentan en Chlamydomonas 
suelen asociarse a la inserción en zonas silenciadas del genoma o al uso de codón 
(Harris et al., 2008). Esta microalga presenta un genoma con un alto contenido en G+C, 
de en torno al 60% (Merchant et al., 2007), lo que dificulta la expresión de genes con 
menor proporción de G+C, aunque esto puede solventarse adaptando el uso de codón 
de los genes a expresar. 
En cuanto a genes de resistencia, cabe destacar el gen ble y el gen AphVIII (Harris, 
2001). El gen ble proviene de Streptoalloteichus hindustanus y confiere resistencia a 
Bleomicina (Stevens et al., 1996). Por su parte, el gen AphVIII proviene de 
Streptomyces rimosus, presenta un uso de codón similar al de Chlamydomonas, y 
confiere resistencia a antibióticos aminoglucósidos como la Paramomicina, la 
Kanamicina y la Neomicina (Sizova et al., 2001). También existen mutantes auxótrofos 
de arginina en Chlamydomonas que permiten la clonación de genes por 
complementación (Debuchy et al., 1989). 
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Por otro lado, existen herramientas para analizar la expresión génica, como la fusión 
de promotores al gen Ars1, y su transformación en una estirpe mutante para este gen. 
Ars1 codifica una arilsulfatasa que reacciona con un sustrato cromogénico que puede 
ser fácilmente detectado mediante espectrofotometría o visualmente (Ohresser et al., 
1997). 
 
1.1.5.2.2 Transformación del cloroplasto de Chlamydomonas. 
 
En cuanto a la transformación del cloroplasto, el método más eficiente es el 
bombardeo de las células con micropartículas de oro o tungsteno cubiertas con el ADN 
transformante (Purton, 2007). A diferencia del núcleo, el ADN se inserta en el genoma 
del cloroplasto por recombinación homóloga. El marcador de selección más usado en 
el cloroplasto es el gen aadA (aminoglucósido adenil transferasa), que confiere 
resistencia a Espectinomicina y Estreptomicina (Ramesh et al., 2011).  
El cloroplasto de Chlamydomonas ha mostrado facilidad para expresar proteínas 
exógenas, de hecho se ha demostrado que puede plegar, ensamblar y modificar 
correctamente proteínas de mamífero. Esto ha hecho que el cloroplasto de 
Chlamydomonas llegue a considerarse una “fábrica de proteínas” para distintas 
finalidades. Como ventajas, está el alto rendimiento de expresión del cloroplasto, el 
poco tiempo requerido para obtener grandes cantidades de proteína, y el hecho de 
que las microalgas como Chlamydomonas se consideren organismos seguros por no 
contener endotoxinas ni virus o priones humanos (Mayfield et al., 2007). 
 
1.1.5.2.3 Transformación mitocondrial de Chlamydomonas. 
 
Por último, Chlamydomonas se ha convertido en el segundo organismo modelo al cual 
se le puede transformar la mitocondria, despúes de Saccharomyces cerevisiae. Para 
llevar a cabo la transformación, se utiliza un método biolístico, en el que se disparan a 
las células partículas de tungsteno con el ADN transformante, obteniendo una elevada 
eficiencia. La creación de mutantes mitocondriales ha permitido estudiar la biogénesis 
de la mitocondria y del Complejo I, lo cual es de gran interés ya que Saccharomyces 






1.1.5.3 Interés científico y biotecnológico de Chlamydomonas como sistema modelo. 
 
Gracias a todas las herramientas desarrolladas en Chlamydomonas que se han 
explicado anteriormente, esta microalga ha servido de modelo para diversidad de 
estudios desde la caracterización del mecanismo de concentración de carbono o CCM 
(“Carbon Concentrating Mechanism”) presente en los organismos fotosintéticos 
acuáticos (Spalding, 2008) o del ritmo circadiano (Mittag et al., 2005), hasta la 
homeostasis y tolerancia a metales pesados (Hanikenne, 2003), la mancha ocular 
(Kreimer, 2009) y la biosíntesis de amilopectina (Buléon et al., 1997), entre otros 
muchos.  
Además, Chlamydomonas también ha sido, y es en la actualidad, empleada con fines 
biotecnológicos (Scaife et al., 2015). Recientemente, las microalgas han adquirido un 
papel relevante como organismo productor de biocombustibles (Ho et al., 2014), por 
su elevado contenido en lípidos, por su rápido crecimiento y por su mayor eficiencia en 
la síntesis de lípidos en comparación con las plantas superiores (Chisti, 2007). 
Chlamydomonas se usa como modelo de referencia para conocer y mejorar los 
procesos relacionados con la síntesis de triacilgliceroles (Karpagam et al., 2015; 
Merchant et al., 2012; Siaut et al., 2011), a partir de los cuales se genera el biodiesel. 
Se han identificado en Chlamydomonas algunos de los genes más importantes en la 
síntesis de triacilgliceroles (La Russa et al., 2012), se ha caracterizado el proteoma de 
los cuerpos lipídicos (Nguyen et al., 2011) y se han identificado las vías reguladoras del 
metabolismo lipídico (Gargouri et al., 2015). Todos estos estudios han servido y 
servirán para mejorar la producción de biodiesel a partir de microalgas (Valledor et al., 
2014). 
En conclusión, las ventajas que presenta Chlamydomonas así como las herramientas 
disponibles para trabajar con esta microalga han hecho que se convierta en un 
importante sistema modelo para organismos fotosintéticos, en el que se estudian 













Esta tesis doctoral se ha centrado en gran medida en el estudio de la autofagia en 
Chlamydomonas. A continuación se detalla el funcionamiento así como las 
características más importantes de este proceso catabólico, que es de gran 
importancia para la respuesta y adaptación a distintos tipos de estrés en eucariotas.  
 
1.2.1 Definición y tipos de autofagia. 
 
La palabra autofagia deriva del griego “auto” (a uno mismo) y “fagia” (comer) (Levine 
and Klionsky, 2004). La autofagia es un proceso esencial altamente conservado en 
eucariotas, desde levaduras hasta plantas y mamíferos, mediante el cual la célula es 
capaz de reciclar parte de su material interno para responder a situaciones de estrés o 
bien para llevar a cabo procesos de desarrollo y diferenciación celular, así como para 
mantener la homeostasis celular (Mizushima, 2007). De forma general, puede decirse 
que la autofagia es el proceso que envía material intracelular al lisosoma o vacuola de 
la célula, donde ocurre su degradación para poder ser reutilizado posteriormente. 
Existen tres tipos distintos de autofagia: la macroautofagia, la microautofagia y la 
autofagia mediada por chaperonas o CMA (Chaperone Mediated Autophagy) 
(Mizushima, 2007). En la macroautofagia el material es dirigido a la vacuola/lisosoma a 
través de unas vesículas de doble membrana denominadas autofagosomas, donde se 
producirá la degradación del material (Glick et al., 2010).  
En la microautofagia, es la vacuola/lisosoma la que engloba directamente material 
citoplasmático por invaginación de su propia membrana (Levine and Klionsky, 2004). 
Estas invaginaciones están altamente especializadas y se conocen como tubos 
autofágicos, debido a su forma de tubo (Uttenweiler and Mayer, 2008). Los tubos 
autofágicos median el proceso de microautofagia, ya que dirigen tanto la invaginación 
como la escisión de las vesículas al lumen lisosomal (Li et al., 2012). 
En la autofagia mediada por chaperonas o CMA (Chaperone Mediated Autophagy), que 
sólo se da en mamíferos, las proteínas marcadas con chaperonas específicas son 
reconocidas por receptores de la membrana lisosomal, resultando en la translocación 
al lisosoma de dichas proteínas y en su degradación (Glick et al., 2010). Las proteínas 
que se degradan mediante este sistema presentan una secuencia consenso, que es la 
que reconocen las chaperonas encargadas de mediar su translocación al lisosoma 
(Dobrenel et al., 2011). Se ha demostrado que la macroautofagia y la CMA están 
interconectadas, de forma que cuando uno de los dos mecanismos se ve 










Figura 3: Representación de los tres tipos de autofagia: macroautofagia, microautofagia y 
autofagia mediada por chaperonas (CMA). Para más detalles ver texto. 
 
Por último, dentro de la macroautofagia y de la microautofagia podemos distinguir 
entre autofagia selectiva y no selectiva. La CMA es siempre un proceso selectivo. 
Mientras que en la autofagia no selectiva se degradan porciones de citoplasma al azar, 
en la autofagia selectiva son moléculas, proteínas o incluso orgánulos específicos los 
que se degradan para responder a determinadas situaciones (Glick et al., 2010). La 
autofagia selectiva constituye un mecanismo de control de calidad en las células, que 
requiere receptores específicos que reconocen el material a degradar (Stolz et al., 
2014). 
La vía Cvt (Cytoplasm to vacuole targeting) de levaduras constituye un buen ejemplo 
de autofagia selectiva. Mediante esta vía, la proteína Aminopeptidasa I es enviada a la 
vacuola de las células, donde ejerce su función como hidrolasa vacuolar. Los 
precursores de esta proteína forman oligomeros en el citoplasma, que son reconocidos 
y enviados a la vacuola a través de vesículas Cvt (similares a los autofagosomas). 
Cuando estas vesículas se fusionan a la vacuola, se liberan al interior los precursores de 
Aminopeptidasa I, que maduran gracias a las proteasas vacuolares generando su forma 
activa. La vía Cvt constituye la única forma biosintética de autofagia (Klionsky, 2007; 
Lynch-Day and Klionsky, 2010). 
Otros ejemplos de autofagia selectiva son: la degradación de agregados proteícos 
mediante autofagia (Lamark and Johansen, 2012), la reticulofagia o degradación 
autofágica del retículo endoplasmático (Schuck et al., 2014), la mitofagia o 
degradación mitocondrial que se da por pérdida del potencial de membrana o de la 
integridad del orgánulo (Redmann et al., 2014), la pexofagia o degradación de 
peroxisomas que se da en levaduras (Sakai et al., 2006) así como en plantas (Avin-
Wittenberg and Fernie, 2014; Lee et al., 2014) y en mamíferos (Nordgren et al., 2013; 
Oku and Sakai, 2010), la ribofagia o degradación de los ribosomas (Cebollero et al., 
2012), y la xenofagia o degradación de patógenos intracelulares como parte de la 
inmunidad innata (Knodler and Celli, 2011). 
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De entre todos los tipos de autofagia, la macroautofagia es el tipo de autofagia 
predominante (Feng et al., 2014), el más caracterizado (Lynch-Day and Klionsky, 2010), 
y el único estudiado en la presente Tesis Doctoral. Por ello, y con el objetivo de 
simplificar, de ahora en adelante me referiré a la macroautofagia como autofagia. 
 
1.2.2 El proceso autofágico. 
 
La autofagia es un proceso continuo que puede dividirse en distintas etapas: inducción, 
expansión vesicular y formación del autofagosoma, direccionamiento del 
autofagosoma al lisosoma/vacuola, fusión del autofagosoma al lisosoma/vacuola, 











Figura 4: Representación del proceso de autofagia, desde la expansión del fagóforo hasta la 
degradación y reciclaje del material. 
 
Todo este proceso está orquestado por los denominados genes ATG y sus respectivas 
proteínas ATG (Autophagy related), que se denominan, generalmente, con un número 
correspondiente a su orden de descubrimiento (Klionsky et al., 2003). Los genes ATG 
fueron identificados inicialmente en Saccharomyces cerevisiae gracias a una búsqueda 
de mutantes deficientes en autofagia (Tsukada and Ohsumi, 1993). Se han identificado 
alrededor de 40 genes ATG en levaduras (Klionsky, 2014; Mochida et al., 2015), la 
mayoría de los cuales se encuentran conservados en eucariotas superiores. De estos 
genes, alrededor de 18 están implicados en la formación del autofagosoma y se les 
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conoce como maquinaria central de la autofagia o “core autophagy machinery” (Feng 
et al., 2014). 
 
1.2.2.1 Formación del autofagosoma. 
 
Cuando la autofagia es inducida, ya sea por algún tipo de estrés o por necesidades 
propias de la célula, se activa la formación de un autofagosoma alrededor del material 
a degradar. El autofagosoma se forma a partir una pequeña vesícula denominada 
membrana de aislamiento o fagóforo, que es un pequeño orgánulo parecido a una 
cisterna de Golgi (Mizushima, 2007). La proteína ATG1 (la primera proteína ATG 
identificada) es necesaria para la formación del fagóforo en levaduras, y forma un 
complejo con las proteínas ATG13, ATG17, ATG29 y ATG31 (Glick et al., 2010).  
ATG1 es una Ser/Thr quinasa, cuya actividad está principalmente regulada por ATG13, 
de forma que cuando ATG13 se encuentra defosforilada se asocia con ATG1 e induce 
su actividad quinasa (Feng et al., 2014; Nakatogawa et al., 2009). No se conocen los 
sustratos de ATG1, pero se sabe que su actividad es esencial para la autofagia y se 
requiere para la formación del fagóforo y del autofagosoma, por lo que se considera 
que el complejo ATG1 regula la magnitud de la autofagia (Feng et al., 2014; 
Nakatogawa et al., 2009). El homólogo del complejo ATG1 en mamíferos es el 
complejo ULK1 (Feng et al., 2014). 
Se piensa que ATG1 regula la acumulación en el fagóforo de la proteína 
transmembrana ATG9, que a su vez actúa promoviendo el reclutamiento de lípidos de 
membrana gracias a los cuales el fagóforo puede expandirse (Glick et al., 2010). No 
está claro cuál es el origen de la membrana que sirve para expandir el fagóforo, pero 
se cree que puede provenir de distintas fuentes intracelulares en las que también se 
encuentra ATG9 (Feng et al., 2014). La membrana del fagóforo se expande 
esféricamente, gracias a procesos de fusión homotípica mediados por proteínas SNARE 
(Solube NSF Attachment Protein Receptor) (Stroupe, 2011). Así, la membrana del 
fagóforo crece hasta fusionarse consigo misma, formando una vesícula de doble 
membrana: el autofagosoma (Nakatogawa et al., 2009).  
En levaduras, se ha identificado una estructura que concentra la maquinaria central de 
la autofagia, situada en una región perivacuolar (Klionsky, 2007). En esta estructura, 
denominada PAS (Phagophore Assembly Site), es donde se inicia la formación del 
fagóforo (Feng et al., 2014). La proteína ATG17 ha demostrado ser clave para la 
estructura del PAS, actuando a modo de andamio para otras proteínas ATG 
(Mizushima, 2007). ATG1 también se localiza en el PAS (Feng et al., 2014), donde 
probablemente actúa fosforilando a una o a algunas de las proteínas ATG presentes en 
esta estructura (Nakatogawa et al., 2009). 
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El complejo PtdIns3K (Phosphatidylinositol 3 Kinase) es esencial para la autofagia, y en 
levaduras se localiza en el PAS (Nakatogawa et al., 2009). Este complejo, formado por 
Vps15 (Vesicular protein sorting), Vps30 o ATG6, Vps34, ATG14 y ATG38, fosforila la 
posición D3 del anillo inositol del fosfatidilinositol para producir fosfatidilinositol-3-
fosfato (PtdIns3P). Se cree que el PtdIns3P sirve para reclutar otras proteínas al PAS, ya 
que proteínas como ATG18 se unen al  PtdIns3P (Feng et al., 2014). En mamíferos 
existe un complejo PtdIns3K análogo (en el que también participa la proteína Beclin-1), 
implicado en reclutar proteínas ATG en el fagóforo así como en su elongación (Glick et 
al., 2010). 
El PAS no ha sido identificado en ningún otro organismo, de hecho se ha propuesto 
que sólo las células de levadura presentan un PAS estable porque esta estructura se 
comparte con la vía Cvt (sólo presente en levaduras) (Mizushima, 2007). No obstante, 
en mamíferos se han identificado unas estructuras en forma de copa que sirven de 
plataforma para la biogénesis de los autofagosomas. Estas estructuras se denominan 
omegasomas, y son protrusiones del retículo endoplasmático (Simonsen and 
Stenmark, 2008).  
 
1.2.2.1.1 Sistemas de conjugación tipo ubiquitina ATG8 y ATG12. 
 
Dentro de las proteínas que participan en la formación del autofagosoma, cabe 
destacar los sistemas de conjugación tipo ubiquitina de ATG8 y de ATG12 (Levine and 
Klionsky, 2004), que se encuentran conservados desde levaduras hasta humanos (Yang 
and Klionsky, 2009). En el primero, ATG8 se conjuga al lípido de membrana 
fosfatidiletanolamina (PE), gracias a la acción de ATG4, ATG7 y ATG3 (Nakatogawa et 
al., 2009). La proteína ATG8 se sintetiza en forma de precursor con una secuencia 
carboxi-terminal adicional, que es cortada por la proteasa ATG4, dejando expuesta una 
glicina. Esta glicina se une a la cisteína activa de la enzima tipo E1 ATG7, en una 
reacción que requiere ATP, generando la activación del extremo carboxilo de ATG8. La 
glicina de ATG8 activada, se une a la cisteína activa de la enzima tipo E2 ATG3. 
Eventualmente, se conjuga la glicina de ATG8 con el grupo amino de PE a través de un 
enlace amida (Yang and Klionsky, 2009).  
El conjugado ATG8-PE se encuentra asociado a membranas, en concreto se encuentra 
en la membrana de los autofagosomas. De hecho, se piensa que la cantidad de ATG8 
asociado a la membrana del autofagosoma regula el tamaño que este llegará a tener 
(Feng et al., 2014). Cabe destacar que la conjugación de ATG8 a PE es un proceso 
reversible, ya que ATG4 también puede procesar la unión entre la proteína y el lípido. 
De esta forma, ATG8 se libera y puede volver a ser reutilizado posteriormente (Yang 
and Klionsky, 2009). El sistema de conjugación de ATG8 ha demostrado ser esencial 
para la autofagia en mamíferos, ya que cuando este sistema no funciona los 











Figura 5: Representación esquemática del sistema de conjugación de ATG8. Imagen adaptada 
de (Pérez-Pérez et al., 2010). 
 
El segundo sistema de conjugación tipo ubiquitina es el sistema de ATG12. La proteína 
ATG12 se conjuga a ATG5 gracias a la acción de ATG7 y ATG10 (Glick et al., 2010). En 
primer lugar, la enzima tipo E1 ATG7 activa a ATG12 uniéndose a su glicina 
carboxiterminal, en una reacción dependiente de ATP. La proteína ATG12 activada se 
transfiere a la enzima tipo E2 ATG10, que a su vez cataliza la unión covalente entre 
ATG12 y ATG5. El conjugado ATG12-ATG5 se une no covalentemente a dímeros de 
ATG16, formando un complejo multimérico (Yang and Klionsky, 2009). Este complejo, 
que es esencial para la autofagia, se sitúa en la membrana del fagóforo durante su 
expansión y se disocia cuando el autofagosoma se ha formado (Glick et al., 2010). 
Es importante destacar que se ha identificado en mamíferos una ruta de autofagia 
independiente de ATG7 y de ATG5, y por tanto, independiente de los dos sistemas de 
conjugación tipo ubiquitina (los de ATG12 y de ATG8). Esta ruta se ha denominado ruta 
de autofagia alternativa, para diferenciarla de la ruta convencional, que sí es 
dependiente de ATG7 y ATG5. Por tanto, parece que en mamíferos existen dos rutas 
de autofagia, una dependiente y otra independiente de los sistemas de conjugación 
tipo ubiquitina (Nishida et al., 2009). A pesar de que ambas conducen a la degradación 
de proteínas celulares, pueden presentar funciones fisiológicas distintas y activarse por 






1.2.2.2 Fusión del autofagosoma al lisosoma/vacuola y reciclaje. 
 
Una vez formado el autofagosoma, éste se dirige hacia el orgánulo encargado de la 
degradación en la célula: el lisosoma en células animales o la vacuola en levaduras, 
hongos, plantas y algas (Mizushima, 2007). El autofagosoma se fusiona al lisosoma o 
vacuola de la célula a través de su membrana externa. Se ha demostrado que en el 
proceso de fusión participan también proteínas SNARE (Furuta and Amano, 2010; 
Hegedus et al., 2013) y que la glicosilación de dichas proteínas es clave para que la 
fusión pueda llevarse a cabo (Mizushima, 2014). 
En caso de fusionarse el autofagosoma con un lisosoma, se genera el denominado 
autolisosoma o autofagolisosoma (Glick et al., 2010). En células de levaduras y plantas, 
después de la fusión del autofagosoma a la vacuola, se aprecia la aparición dentro de 
la vacuola del cuerpo autofágico, que corresponde a la membrana interna del 
autofagosoma (Feng et al., 2014).  
Por otro lado, se ha propuesto que los autofagosomas se fusionan con endosomas 
antes de fusionarse con el lisosoma, dando lugar a amfisomas, con el objetivo de 
adquirir maquinaria necesaria para la fusión con el lisosoma (Mizushima, 2007). 
Además, esto también ayudaría a reducir el pH del autofagosoma para facilitar su 
posterior degradación (Glick et al., 2010). 
La etapa final de la autofagia consiste en la degradación del material dentro del 
lisosoma o la vacuola (Levine and Klionsky, 2004). Los subproductos generados en esta 
degradación son devueltos al citoplasma, para ser reutilizados en la síntesis de otras 
moléculas o bien para generar energía (Feng et al., 2014). La autofagia es, por tanto, 
un proceso de reciclaje. 
 
1.2.3 Detección de la autofagia. 
 
El estudio de la autofagia requiere de métodos que permitan detectar y analizar el 
proceso. A pesar de ser una tarea compleja, debido al gran número de etapas que 
componen la autofagia y a que es un proceso dinámico (Jangamreddy et al., 2014), hoy 
en día se dispone de múltiples métodos para detectar la autofagia en los distintos 
sistemas modelo. Existen métodos tanto morfológicos como bioquímicos para la 
detección de la autofagia (Mizushima, 2004), además de marcadores específicos de 





1.2.3.1 Métodos morfológicos de detección de autofagia. 
 
Entre los métodos morfológicos, cabe destacar el microscopio electrónico. De hecho, 
la autofagia se detectó por primera vez en el año 1962 gracias al uso del microscopio 
electrónico (Ashford and Porter, 1962). Desde entonces, la autofagia se caracteriza 
morfológicamente por la aparición de autofagosomas en el citoplasma celular 
(Klionsky et al., 2012). Es importante destacar que el uso del microscopio electrónico 
permite un análisis tanto cualitativo como cuantitativo, aunque no permite determinar 
si el proceso autofágico llega a completarse (Klionsky et al., 2008). Por otro lado, el 
microscopio electrónico es uno de los métodos más precisos para detectar la 
autofagia, gracias a su gran resolución (Ylä-Anttila et al., 2009). 
Otro método que permite caracterizar la autofagia morfológicamente es la tinción con 
monodansilcadaverina (MDC) (Mizushima, 2004). Este compuesto fluorescente 
penetra en las células y se acumula en los autofagosomas, por interacción con sus 
lípidos de membrana, lo que permite detectar la autofagia mediante microscopía de 
fluorescencia (Niemann et al., 2000; Vázquez and Colombo, 2009). No obstante, este 
método tampoco permite determinar si el proceso se completa. Para ello, puede 
utilizarse un derivado de BSA conjugado a un fluoróforo (DQ-BSA), que emite 
fluorescencia cuando la proteína es degradada en el lisosoma. Gracias a ello, pueden 
visualizarse los autolisosomas y por tanto se puede confirmar que el proceso de 
autofagia se ha completado (Vázquez and Colombo, 2009). 
 
1.2.3.2 Métodos bioquímicos de detección de autofagia. 
 
De entre los métodos bioquímicos, cabe destacar la cuantificación de la degradación 
proteica. Teniendo en cuenta que la autofagia lleva a cabo la degradación de la 
mayoría de proteínas viejas en las células, este método es una buena aproximación 
para cuantificar los niveles de autofagia. Para ello, se marcan las proteínas celulares 
con aminoácidos radioactivos y posteriormente se mide la liberación de radioactividad 
soluble en ácido de las células (Klionsky et al., 2012; Mizushima, 2004). Para descartar 
la degradación no mediada por autofagia, se realiza la misma medida en paralelo en 
muestras tratadas con algún inhibidor de autofagia. La diferencia entre ambas medidas 
corresponderá a la degradación proteica mediada por autofagia (Klionsky et al., 2008). 
En levaduras, se ha desarrollado el ensayo de la fosfatasa alcalina, basado en la 
hidrolasa vacuolar Pho8. En este ensayo se emplea una cepa de levadura mutante, con 
una versión modificada del gen PHO8, de forma que la proteína sólo puede llegar a la 
vacuola mediante autofagia. Cuando llega a la vacuola, la proteína Pho8 mutante 
madura y se convierte en una fosfatasa activa (Mizushima, 2004). Así, midiendo la 
actividad fosfatasa de las células u observando el cambio del peso molecular de Pho8 
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mediante electroforesis, se pueden cuantificar los niveles de autofagia (Klionsky et al., 
2014). 
Por otro lado, encontramos los denominados ensayos de “secuestro autofágico”, que 
permiten estudiar la actividad autofágica midiendo la acumulación en autofagosomas 
de algún marcador citoplasmático. Para ello, se mide la cantidad de marcador soluble 
(citoplasmático) frente a la cantidad insoluble (en autofagosomas), mediante 
fraccionamiento celular (Klionsky et al., 2008; Klionsky et al., 2014; Klionsky et al., 
2012). 
 
1.2.3.3 Marcadores de autofagia. 
 
Finalmente, si nos centramos en los marcadores, la proteína ATG8 es el marcador de 
autofagia más ampliamente utilizado (Klionsky et al., 2012). Gracias a su localización 
en la membrana del autofagosoma y al aumento de su síntesis en condiciones de 
inducción de autofagia, se ha convertido en un marcador celular y molecular específico 
de este proceso. El homólogo de ATG8 en mamíferos está constituido por una familia 
de proteínas dividida en dos subfamilias: LC3 (Light Chain 3) y GABARAP (GABA 
receptor-associated protein), aunque la más relevante y usada como marcador es la 
proteína LC3 (Klionsky et al., 2008).  
Como ya se ha explicado anteriormente, la proteína ATG8/LC3 se sintetiza en forma de 
precursor, que madura gracias a un sistema de conjugación tipo ubiquitina uniéndose 
al fosfolípido PE. Por tanto, puede utilizarse la localización de la proteína y su 
maduración como indicadores de autofagia (Mizushima, 2004). 
La detección y análisis de ATG8/LC3 puede llevarse a cabo mediante distintos 
métodos. Uno de los más utilizados es el western blot (Figura 6), que permite visualizar 
tanto la cantidad de proteína como su maduración, ya que la proteína conjugada a PE 
presenta una mayor movilidad electroforética (Klionsky et al., 2008). Además, también 
puede medirse el flujo autofágico, representado por la acumulación de ATG8/LC3 










Figura 6: Algunos métodos de detección de autofagia (Klionsky et al., 2012). A: Western blot 
de LC3 de células en medio rico en nutrientes y en medio pobre, en presencia (+) y ausencia (-) 
de inhibidor de autofagia. Puede observarse la maduración de LC3-I a LC3-II (forma conjugada 
a PE) y el aumento en cantidad de proteína cuando las células se encuentran en medio pobre y 
sin inhibidor de autofagia. B: Imagen de un ensayo de fluorescencia RFP-GFP-LC3, en el que se 
observan ambos tipos de fluorescencia. C: Imagen de un ensayo de fluorescencia GFP-LC3, en 
el que se observa el aumento de puntos fluorescentes en condiciones de autofagia. 
 
Otro de los métodos más utilizados para detectar ATG8/LC3 es la microscopía de 
fluorescencia, que permite visualizar la autofagia tanto por fluorescencia directa como 
por immunofluorescencia (Klionsky et al., 2008; Klionsky et al., 2012). Para ello, se han 
creado en muchos organismos fusiones de la proteína ATG8 endógena con proteínas 
fluorescentes como GFP  (Mizushima, 2009). Normalmente la inducción de autofagia 
se identifica como un aumento de puntos fluorescentes que corresponden a 
autofagosomas marcados gracias a la fusión GFP-ATG8 (Figura 6). Las fusiones ATG8-
GFP permiten además medir la degradación autofágica, ya que mientras que la 
proteína ATG8 es degradada rápidamente al llegar a la vacuola o lisosoma, el dominio 
GFP de la fusión se mantiene estable más tiempo. Por tanto, la aparición de GFP libre 
(que puede ser detectada mediante western blot) indica degradación vía autofagia 
(Klionsky et al., 2014).  
Otro ensayo de fluorescencia es el de la fusión RFP-GFP-LC3, que permite visualizar 
fácilmente el flujo autofágico (Kimura et al., 2009). Este ensayo se basa en que la 
fluorescencia de la proteína RFP es más estable que la de GFP en condiciones alcalinas 
como las del lisosoma (Tanida et al., 2014). Por tanto, si se observa co-localización de 
fluorescencia GFP y RFP, se trata de un fagóforo o autofagosoma. Mientras que si sólo 
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se observa fluorescencia RFP, se trataría de un autolisosoma (Figura 6) (Klionsky et al., 
2012). Por último, estas herramientas fluorescentes permiten también determinar el 
flujo autofágico mediante citometría (Lee and Lee, 2012), lo cual resulta de gran 
utilidad para células que crecen en suspensión (Klionsky et al., 2012). 
Aunque ATG8 es el marcador de autofagia más utilizado y para el que se disponen de 
más métodos de detección, existen otros marcadores que permiten complementar el 
estudio de la autofagia. Por ejemplo, la proteína SQSTM1 de humanos se incorpora a 
los autofagosomas completos y es degradada en los autolisosomas. Las proteínas 
ATG6, ATG9, ATG12, ATG14, ATG16 y  ATG18 también pueden ser empleadas como 
marcadores de autofagia (Klionsky et al., 2012). 
Cabe destacar que la autofagia está sometida a una importante regulación 
transcripcional, por lo que la inducción del proceso suele estar acompañada de un 
aumento en los niveles de mRNA de distintos genes ATG. Por tanto, el análisis de los 
niveles de RNA de los genes ATG mediante northern blot o qRT-PCR (PCR cuantitativa) 
constituye otro método para detectar y analizar la autofagia (Klionsky et al., 2008; 
Klionsky et al., 2012). 
En conclusión, puede decirse que existen multitud de métodos para detectar la 
autofagia. El método a elegir variará en función de las circunstancias y del sistema 
modelo, ya que no todos los métodos funcionan igual en todos los organismos. 
Además, no existe un método perfecto, por lo que siempre es mejor combinar 
distintas aproximaciones (Klionsky et al., 2014). 
 
1.2.4 Funciones de la autofagia. 
 
1.2.4.1 Autofagia basal. 
 
La autofagia es un proceso clave para el correcto funcionamiento de las células 
eucariotas. Por un lado, las células presentan un nivel basal de autofagia (Nakatogawa 
et al., 2009), cuya función es básicamente reciclar de forma constitutiva el material 
citoplasmático para mantener la homeostasis celular (Feng et al., 2014; Mizushima, 
2007). La autofagia basal tiene una gran  importancia, de hecho se ha demostrado en 
Drosophila que promover la autofagia basal en el sistema nervioso aumenta la 
longevidad (Simonsen et al., 2014), e incluso se postula que se requiere un nivel basal 
de autofagia para el correcto funcionamiento de los lisosomas (Seino et al., 2013).  
La autofagia ha demostrado además ser un proceso crítico en la regulación del 
metabolismo, con importantes implicaciones en la salud. Por ejemplo, la autofagia 
participa en la regulación de las reservas celulares de glucógeno, es responsable de 
una parte importante del catabolismo de las proteínas, y participa en la degradación 
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de los lípidos. Por ello, se considera que es necesario un nivel basal de autofagia para 
el correcto funcionamiento metabólico (Papácková and Cahová, 2014).  
 
1.2.4.2 Autofagia como respuesta a estrés. 
 
Por otro lado, la autofagia se induce en situaciones de estrés, de desarrollo y de 
diferenciación celular para permitir que las células se adapten a estas situaciones y 
puedan sobrevivir (Feng et al., 2014). En el caso del estrés, este puede ser tanto 
extracelular (por ejemplo falta de nutrientes) como intracelular (por ejemplo 
acumulación de orgánulos dañados) (Levine and Klionsky, 2004).  
La autofagia inducida por falta de nutrientes es el ejemplo más ampliamente 
estudiado, ya que la falta de cualquier tipo de nutriente esencial induce la autofagia, 
que recicla parte del material celular para suplir esta carencia y que la célula pueda 
sobrevivir (Mizushima, 2007). En situaciones que suprimen el crecimiento celular, 
como la falta de nutrientes, la autofagia ayuda a mantener la estabilidad genómica 
modulando la división celular (Matsui et al., 2013). 
No obstante, hay muchos tipos de estrés que inducen la autofagia. Uno de los más 
importantes es el estrés oxidativo, tanto intracelular como extracelular (Filomeni et al., 
2014; Moore, 2014; Perez-Perez et al., 2012b). El estrés en el retículo endoplásmico 
también induce la autofagia, siendo un proceso clave para la supervivencia de las 
células sometidas a este tipo de estrés (Ogata et al., 2006). Por otro lado, la autofagia 
es también la respuesta primaria de las células a la toxicidad inducida por metales 
(Chatterjee et al., 2014). 
 
1.2.4.3 La autofagia en el desarrollo y la diferenciación celular. 
 
Por último, la autofagia está íntimamente relacionada con los procesos de desarrollo y 
diferenciación. Ambos procesos requieren importantes cambios fenotípicos y 
reordenamientos específicos en las células, que son llevados a cabo gracias a la 
autofagia (Levine and Klionsky, 2004). Por tanto, la autofagia se considera no sólo 
como un proceso de reciclaje sino como un proceso de renovación citoplasmática 
(Cecconi and Levine, 2008). 
Si nos centramos en el desarrollo, la autofagia ha demostrado ser esencial en los 
procesos de desarrollo temprano en especies tan distintas como Saccharomyces 
cerevisiae, Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans, Dictyostelium 
discoideum y Mus musculus (Cecconi and Levine, 2008; Levine and Klionsky, 2004). No 
obstante, la autofagia también es importante en otros estadios del desarrollo. Por 
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ejemplo, en mamíferos se ha demostrado que la autofagia permite el desarrollo, 
diferenciación y homeostasis del endometrio materno (Gong and Kim, 2014). 
En los procesos de diferenciación celular, la autofagia permite cambiar rápidamente la 
composición citoplasmática y acelerar la renovación de proteínas y orgánulos. La 
autofagia modifica el citoesqueleto, los factores de transcripción y los receptores de 
membrana, permitiendo así la remodelación celular (Cecconi and Levine, 2008). Las 
células madre, que se someten a múltiples procesos de diferenciación, requieren la 
autofagia más que otros tipos celulares. Además, la autofagia también participa en el 
mantenimiento del estado de quiescencia de las células madre, gracias a la eliminación 
de moléculas dañadas (Phadwal et al., 2013). 
 
1.2.4.4 Implicación de la autofagia en inmunidad y enfermedad. 
 
No menos importante es el papel que recientemente ha demostrado tener la autofagia 
en la inmunidad. La autofagia participa en el funcionamiento, mantenimiento, 
supervivencia y muerte de las células inmunitarias, debido a lo cual juega un papel 
relevante en la autoinmunidad, la inflamación y la respuesta a infecciones (Mintern 
and Harris, 2015). Cabe destacar el papel de la mitofagia en el sistema inmune, ya que 
las mitocondrias son el eje central en la señalización inmunitaria (Lazarou, 2015). 
Además, la autofagia también ha demostrado participar en la presentación antigénica, 
así como en el desarrollo y activación de las células T (Bronietzki et al., 2015). 
Sin embargo, durante el envejecimiento la autofagia empieza a fallar y su flujo 
disminuye. Al ser un proceso que consta de tantas etapas, con el tiempo es susceptible 
a diversos errores (Schneider and Cuervo, 2014). Las consecuencias de un flujo 
autofágico ineficiente son la acumulación de estructuras dañadas, alteraciones en la 
homeostasis celular, incapacidad para adaptarse a cambios extracelulares o incluso 
falta de respuesta ante agentes dañinos (Papácková and Cahová, 2014). La 
manipulación farmacológica de la autofagia ha llegado a considerarse como una 
posible terapia anti-envejecimiento (Sampaio-Marques et al., 2011). 
Así, la autofagia se ha relacionado con diversas enfermedades, como enfermedades 
metabólicas, desordenes musculares o enfermedades neurodegenerativas (Schneider 
and Cuervo, 2014; Shintani and Klionsky, 2004). También se ha asociado a la autofagia 
con enfermedades de tipo inflamatorio, como la enfermedad de Crohn, en la que la 
xenofagia parece estar implicada en la eliminación de cepas de E. coli que pueden 
causar dicha enfermedad (Henderson and Stevens, 2012). Cabe destacar la 
importancia de la mitofagia en el corazón, que acumula mitocondrias anormales y 
disfuncionales cuando se reduce la autofagia, generando distintas enfermedades 
(Ikeda et al., 2014). Por tanto, la autofagia es hoy en día una posible diana terapéutica 
(Schneider and Cuervo, 2014).  
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La autofagia también posee un papel importante en el desarrollo de ciertos tipos de 
cáncer, ya que parece tener tanto un papel anti-oncogénico como un papel pro-
oncogénico (Schneider and Cuervo, 2014). De hecho, de entre las proteínas que 
regulan la autofagia se han encontrado tanto oncogenes como supresores tumorales. 
Este papel dual de la autofagia en el cáncer puede explicarse si se tiene en cuenta el 
estado de la enfermedad (Shintani and Klionsky, 2004). En estados tempranos, la 
autofagia actúa como supresor tumoral, principalmente eliminando las mitocondrias 
dañadas y reduciendo por tanto el daño genotóxico mediado por las especies reactivas 
de oxígeno (ROS: Reactive Oxygen Species). En cambio, en estados tardíos, la autofagia 
favorece la progresión tumoral permitiendo que las células se adapten a la falta de 
nutrientes (Avalos et al., 2014). 
 
1.2.4.5 Autofagia y muerte celular. 
 
Finalmente, la autofagia también parece desempeñar un papel importante en la 
muerte celular, lo que ha generado un debate aún no zanjado sobre si la autofagia es 
un proceso pro-vida o pro-muerte. Además de llevar a cabo procesos de reciclaje que 
favorecen la supervivencia celular, la autofagia participa en la muerte celular 
programada (PCD: Programmed Cell Death). Podemos diferenciar dos tipos de PCD: 
PCD de tipo I o apoptosis y PCD de tipo II o autofágica (Shintani and Klionsky, 2004).  
Apoptosis y autofagia se encuentran interconectados y son mutuamente inhibitorios 
ya que generalmente la autofagia bloquea la apoptosis y la inducción de la apoptosis 
inhibe la autofagia. No obstante, en algunos casos la autofagia parece ayudar a inducir 
la apoptosis, mientras que en otros casos es la propia autofagia la que da lugar a la 
muerte celular por degradación excesiva del citoplasma (Baehrecke, 2005; Marino et 
al., 2014a). 
La explicación más aceptada hasta el momento, es que la autofagia actúa en primer 
lugar intentando reestablecer la homeostasis para que la célula sobreviva. Cuando no 
es capaz de lograrlo, debido a la intensidad o duración del estrés, se activan los 
programas de muerte celular (Marino et al., 2014a; Shintani and Klionsky, 2004). En 
algunos casos se activa la apoptosis y en otros, probablemente cuando los reguladores 
apoptóticos se encuentran inhibidos o ausentes, se activa la muerte autofágica 
(Baehrecke, 2005).  
Por tanto, la autofagia actuaría en primera instancia como un mecanismo pro-vida, 
que puede convertirse en un mecanismo pro-muerte si no se consigue reparar el daño. 
En conclusión, puede decirse que la autofagia actúa como una balanza entre la vida y 
la muerte, que se inclinará hacia un lado u otro en función de las circunstancias 




1.3 Autofagia en organismos fotosintéticos. 
 
Los organismos fotosintéticos, tales como el sistema modelo empleado en la presente 
Tesis Doctoral, son organismos autótrofos capaces de convertir la luz solar en materia 
orgánica. Por tanto, su fisiología y metabolismo es muy distinto al de las células 
animales, levaduras u hongos. Por ello, es importante investigar cómo se desarrolla y 
regula la autofagia en este tipo de organismos.  
Al igual que otros eucariotas, los organismos fotosintéticos han desarrollado 
mecanismos para reciclar el material intracelular durante situaciones de estrés, de 
desarrollo o de diferenciación. La autofagia constituye uno de los mecanismos de 
reciclaje más importantes también en organismos fotosintéticos (Thompson and 
Vierstra, 2005).  
La maquinaria central de la autofagia y los sistemas de conjugación tipo ubiquitina 
(ATG8 y ATG12) se encuentran perfectamente conservados tanto en plantas como en 
algas, lo que resalta la importancia de este proceso degradativo en organismos 
fotosintéticos (Díaz-Troya et al., 2008b; Floyd et al., 2012; Thompson and Vierstra, 
2005).  Se han identificado homólogos de los distintos genes ATG en varias especies de 
plantas (Chung et al., 2009; Thompson et al., 2005) y de microalgas (Díaz-Troya et al., 
2008b; Jiang et al., 2012; Shemi et al., 2015; Zhao et al., 2014). La proteína ATG8 juega 
también un papel central en la autofagia de los organismos fotosintéticos, siendo 
esencial para la formación del fagóforo y del autofagosoma así como para procesos de 
autofagia selectiva (Li and Vierstra, 2012). 
 
1.3.1 Autofagia en plantas. 
 
En plantas, los genes ATG se encuentran muy conservados respecto a los de levadura y 
mamíferos (Kim et al., 2012; Liu and Bassham, 2012), lo que implica que los 
mecanismos de la autofagia deben estar también conservados. En la planta modelo 
Arabidopsis thaliana, los genes ATG se encuentran codificados por familias génicas, 
dentro de las cuales se observan pequeñas variaciones de secuencia (Avin-Wittenberg 





Figura 7: Representación esquemática del proceso autofágico en una célula de planta. Vac: 
vacuola. Imagen adaptada de Bassham, 2007. 
 
Dentro del complejo ATG1, se han identificado en Arabidopsis tres genes ATG1 y dos 
genes ATG13 putativos. Estos últimos presentan una región de homología muy 
pequeña, por lo que no puede confirmarse que sean realmente genes ATG13 (Díaz-
Troya et al., 2008b; Suttangkakul et al., 2011). Dentro del complejo PtdIns3K, se ha 
encontrado un único homólogo para los genes PtdIns3K, VPS15, VPS34 y ATG6, aunque 
no se ha encontrado ningún homólogo de ATG14 (Díaz-Troya et al., 2008b; Liu and 
Bassham, 2012). 
Del sistema de ATG8,  se han identificado en Arabidopsis hasta nueve genes ATG8, tres 
de los cuales no presentan secuencia carboxiterminal adicional, lo que significa que 
pueden funcionar sin necesidad de ser procesados por ATG4 (Li and Vierstra, 2012; 
Thompson and Vierstra, 2005). Los nueve genes ATG8 se expresan simultáneamente 
en la planta en condiciones normales de crecimiento, aunque con distintos patrones 
de expresión (Liu and Bassham, 2012). Además, se ha encontrado un gen ATG3 y dos 
genes ATG4.  
El sistema ATG12 de Arabidopsis está formado por un gen ATG5, un gen ATG10 y dos 
genes ATG12.  Se ha identificado un único gen para ATG7, que participa en los dos 
sistemas de conjugación (Liu and Bassham, 2012). El sistema de ATG12 ha demostrado 
ser esencial para la autofagia en plantas (Suttangkakul et al., 2011). Por otro lado, el 
complejo ATG9 también se encuentra funcionalmente conservado y en Arabidopsis se 
ha identificado un gen ATG2, un gen ATG9 y una familia génica ATG18 (Díaz-Troya et 
al., 2008b; Liu and Bassham, 2012). 
Se sospecha que en plantas también existe una ruta de autofagia alternativa, 
independiente de los sistemas ATG8 y ATG12, ya que los mutantes de plantas para 
estos sistemas son viables (Li and Vierstra, 2012). Existen pocas evidencias al respecto, 
pero se han observado en distintas especies de cereales vesículas autofágicas no 
recubiertas de ATG8, que se fusionan con la vacuola (Reyes et al., 2011). 
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Por otro lado, también existen evidencias de la existencia de autofagia selectiva en 
plantas (Floyd et al., 2012). Por ejemplo, se ha demostrado que la autofagia está 
envuelta en el tráfico de antocianina a la vacuola para su almacenaje (Pourcel et al., 
2010) y en la degradación selectiva de porfirinas y agregados proteicos (Floyd et al., 
2012; van Doorn and Papini, 2013). También se dan en plantas procesos de mitofagia, 




Figura 8: Autofagia selectiva en plantas. Se representa la clorofagia vesicular, la mitofagia, la 
pexofagia y la reticulofagia. Plastid: cloroplasto, RCB: vesículas de Rubisco (Rubisco Containing 
Bodies), SSGL: Gránulos pequeños de almidón (Small Starch Granule-Like), Mito: mitocondria, 
Perox: peroxisoma, ER: retículo endoplasmático, ATI body: vesícula ATI, Vacuole: vacuola. 
Imagen adaptada de Michaeli and Galili, 2014. 
 
La proteína ATG8 es la encargada de reconocer las dianas a degradar en los procesos 
de autofagia selectiva en plantas uniéndose a proteínas que contienen el dominio AIM 
(ATG8 Interacting Motive), que pueden ser las propias dianas o bien adaptadores que 
marcan el material a degradar (Michaeli and Galili, 2014).  
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Cabe destacar la degradación vía autofagia de los cloroplastos anormales o 
defectuosos enteros, denominada clorofagia (Michaeli and Galili, 2014; Niwa et al., 
2004). Además, la autofagia también participa en la degradación de los denominados 
cuerpos RCB (Rubisco containing bodies), que son vesículas autofágicas que contienen 
específicamente Rubisco y proteínas estromales, pero no membrana tilacoidal. Se ha 
propuesto que a partir de la formación de pequeñas protuberancias en el cloroplasto, 
la maquinaria autofágica es capaz de capturar selectivamente porciones del orgánulo 
sin desmantelar el aparato fotosintético (Floyd et al., 2012; Michaeli and Galili, 2014). 
Además, se ha observado también autofagia selectiva de almidón (Wang et al., 2013). 
En el caso de la degradación específica de componentes del cloroplasto (como Rubisco 
o almidón) se habla de clorofagia vesicular para distinguirla de la autofagia de 
cloroplastos enteros, denominada clorofagia (Michaeli and Galili, 2014). 
Otra característica interesante de los cloroplastos es que, en algunas especies de 
plantas, parece que pueden funcionar de forma similar a autolisosomas. Lo hacen 
mediante un proceso similar a la endocitosis celular, en el que se produce una 
invaginación de las dos membranas externas que envuelve una porción del citoplasma. 
El lumen de la vesícula de doble membrana generada presenta fosfatasa alcalina, y el 
material interno es degradado sin que la vesícula se fusione a ninguna vacuola (van 
Doorn et al., 2014). 
Recientemente, se ha identificado en plantas un tipo de autofagia selectiva que se 
encarga de transportar componentes del retículo endoplasmático a la vacuola (Honig 
et al., 2012), y que ha sido denominada como vía ERvt en analogía a la vía Cvt de 
levaduras (Bassham et al., 2014). En esta vía participan las proteínas ATI1 y ATI2 (ATG8 
Interacting Protein), que son exclusivas de plantas, y que se unen a ATG8 para formar 
las llamadas vesículas ATI. Estas vesículas siguen la misma vía que los autofagosomas y 
se fusionan con la vacuola (Michaeli and Galili, 2014). Además, la proteína ATI1 
también participa en un vía de transporte autofágica del cloroplasto a la vacuola 
(Michaeli et al., 2014). 
Una diferencia significativa entre plantas y organismos no fotosintéticos, es que los 
autofagosomas de plantas en ocasiones se acidifican, antes de fusionarse a la vacuola, 
gracias a la presencia de fosfatasa alcalina y de ATPasas de protones (Floyd et al., 
2012). Esto ayuda a iniciar la degradación del material que se encuentra dentro del 
autofagosoma, activando las enzimas proteolíticas de su interior. Además, los 
autofagosomas de plantas contienen hidrolasas desde su formación (van Doorn and 
Papini, 2013). Por tanto, este sistema de acidificación ayuda o complementa a la 
acción degradativa de la vacuola en plantas (Takatsuka et al., 2011). Por ello, al 
tratarse de autofagosomas que comparten características con los lisosomas, se han 
denominado autolisosomas (van Doorn and Papini, 2013). 
En cuanto al origen de la membrana del autofagosoma, se desconoce si en plantas 
puede provenir de distintos orgánulos, como se sospecha en mamíferos (Liu and 
Bassham, 2012). Se han propuesto dos mecanismos de formación del fagóforo en 
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plantas. En el primero, se forman unos túbulos de doble membrana entre el aparato 
de Golgi y el retículo endoplasmático, con hidrolasas en su interior, que se fusionan 
lateralmente para formar el autofagosoma o autolisosoma. En el segundo, dos 
membranas situadas una enfrente de la otra se fusionarían para dar lugar al 
autofagosoma (van Doorn and Papini, 2013). Por otro lado, se ha demostrado en 
Arabidopsis que ciertas proteínas SNARE participan tanto en la formación del 
autofagosoma como en su fusión a la vacuola (Thompson and Vierstra, 2005). 
Por último, el autofagosoma se fusiona con la vacuola lítica de las plantas 
(funcionalmente equivalente a la vacuola de levaduras o lisosoma animal) y libera a su 
interior el cuerpo autofágico (Bassham et al., 2014). El material de su interior se 
degrada y los subproductos obtenidos se exportan al citoplasma para su reutilización, 
aunque no se posee mucha información de esta etapa de reciclaje en plantas 
(Bassham, 2009). 
 
1.3.2 Autofagia en microalgas. 
 
Las proteínas que constituyen la maquinaria central de la autofagia se encuentran 
también muy conservadas en microalgas, por lo que los mecanismos moleculares de la 
autofagia deben ser similares a los de otros organismos como las levaduras (Díaz-Troya 
et al., 2008b; Pérez and Crespo, 2014; Shemi et al., 2015). Cabe destacar que en 
microalgas no se han encontrado aún homólogos de ATG9, la proteína implicada en 
expandir la membrana del fagóforo. Se desconoce si el sistema de ATG9 existe en 
microalgas o si existe pero se encuentra menos conservado (Díaz-Troya et al., 2008b; 
Jiang et al., 2012; Pérez and Crespo, 2014; Shemi et al., 2015). 
Dentro de las microalgas, la más utilizada como modelo para el estudio de la autofagia 
actualmente es Chlamydomonas. En su genoma se han encontrado homólogos de los 
genes ATG tanto de levadura como de plantas (Díaz-Troya et al., 2008b). Al contrario 
que las plantas, Chlamydomonas no presenta isoformas ni familias de los genes ATG, 
por lo que su complejidad es menor. Estas características, junto con otras que se 
discutirán más adelante, convierten a Chlamydomonas en un buen modelo 




Figura 9: Maquinaria central de la autofagia en organismos fotosintéticos. Para cada 
componente, se indica si el sistema modelo presenta un solo gen, una familia génica o 
ausencia de dicho gen. Imagen adaptada de Avin-Wittenberg et al., 2012. 
 
Del complejo ATG1, que participa en la formación del fagóforo y del autofagosoma en 
levaduras, sólo se ha encontrado conservado en Chlamydomonas el gen de ATG1. Esto 
puede significar que Chlamydomonas presenta una regulación distinta en las primeras 
etapas de la autofagia. Dentro del complejo PtdIns3K, se han identificado todos los 
genes implicados excepto ATG14. Por último, en los sistemas de conjugación tipo 
ubiquitina (ATG8 y ATG12) se encuentran conservados todos los componentes, 
exceptuando ATG16  (Pérez and Crespo, 2014). Cabe destacar que la proteína ATG8 de 
Chlamydomonas ha demostrado poder reemplazar funcionalmente a su homólogo de 
levadura (Pérez-Pérez et al., 2010), lo que demuestra el alto grado de conservación de 
la autofagia entre especies. 
 
1.3.3 Detección de la autofagia en organismos fotosintéticos. 
 
Los métodos disponibles para estudiar la autofagia en organismos fotosintéticos son 
similares a los ya mencionados  en el apartado 1.2.3 (Detección de la autofagia), 
aunque no todos los métodos funcionan igual en organismos fotosintéticos, y en 




1.3.3.1 Detección de la autofagia en plantas. 
 
En plantas, se disponen de múltiples métodos de detección de autofagia, tanto 
morfológicos como bioquímicos. Dentro de los métodos usados para detectar la 
autofagia a nivel morfológico, cabe destacar la microscopía electrónica y la 
microscopía confocal, que permiten identificar los distintos compartimentos 
autofágicos (Klionsky et al., 2012; Li and Vierstra, 2012). 
Un buen método para visualizar la actividad autofágica gracias al microscopio 
electrónico, es el uso de Concanamicina A (ConcA). Este compuesto inhibe las bombas 
de protones de la vacuola, por lo que no puede acidificarse y la degradación de 
macromoléculas en su interior queda  bloqueada. Los cuerpos autofágicos, resultantes 
de la fusión de los autofagosomas a la vacuola (Klionsky et al., 2012), se acumulan en 
su interior en proporción a la magnitud de actividad autofágica. Mediante microscopía 
electrónica puede visualizarse esta acumulación de cuerpos autofágicos dentro de la 
vacuola (Bassham, 2014). 
Además, en plantas también se ha empleado la tinción con compuestos acidófilos para 
detectar vesículas autofágicas (Li and Vierstra, 2012), lo que permite análisis rápidos y 
sencillos. La Monodansilcadaverina (MDC), que además de ser acidófila presenta cierta 
selectividad por los autofagosomas, también funciona en plantas (Bassham, 2014; 
Contento et al., 2005). 
Por otro lado, los métodos bioquímicos disponibles en plantas también permiten 
realizar un análisis cuantitativo sobre la actividad de la autofagia (Bassham, 2014). 
Estos métodos suelen ir acompañados del uso de marcadores específicos de autofagia. 
En plantas, el marcador de autofagia más utilizado es también ATG8. 
La proteína ATG8 puede visualizarse mediante western blot, que permite determinar 
tanto la cantidad de proteína como su estado de maduración. En Arabidopsis existen 
anticuerpos comerciales contra la proteína ATG8, aunque al existir nueve genes ATG8 
en esta planta los resultados obtenidos suelen ser complejos (Bassham, 2014; Li and 
Vierstra, 2012).  
Al igual que en otros organismos, la proteína ATG8 de plantas puede fusionarse a 
proteínas fluorescentes como GFP. El marcador GFP-ATG8 ha sido ampliamente 
utilizado para visualizar los autofagosomas por microscopía de fluorescencia (Contento 
et al., 2005) y  para determinar el flujo autofágico por western blot, que permite 
visualizar la proteína GFP libre después de la degradación de ATG8 (Bassham, 2014; 
Klionsky et al., 2012; Li and Vierstra, 2012).  
Además de ATG8, pueden utilizarse en plantas otros marcadores que también se 
localizan en los autofagosomas, como ATG1, ATG11 y ATG13 (Li et al., 2014; 
Suttangkakul et al., 2011). ATG5 ha sido empleado como marcador de fases tempranas 
de la autofagia, ya que se encuentra asociado a los fagóforos en crecimiento, pero se 
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disocia de la membrana en el autofagosoma completo (Bassham, 2014). Por otra parte, 
la expresión de algunos genes ATG de plantas también puede ser inducida en 
condiciones de activación de autofagia, por lo que pueden emplearse técnicas de 
northern blot y de qRT-PCR para detectar la inducción transcripcional de la autofagia 
(Contento et al., 2004; Osuna et al., 2007). 
Para detectar la autofagia selectiva en plantas se han utilizado marcadores 
fluorescentes fusionados al péptido señal del orgánulo en cuestión (Bassham, 2014). 
Por ejemplo, se han fusionado proteínas fluorescentes con el péptido señal del 
estroma del cloroplasto (Ishida et al., 2008). 
 
1.3.3.2 Detección de la autofagia en microalgas. 
 
Si nos centramos en las microalgas, el sistema más utilizado para el estudio de la 
autofagia es Chlamydomonas. En esta microalga pueden emplearse los métodos 
básicos de detección de autofagia, como la microscopía electrónica (Ramundo et al., 
2014). A nivel molecular, la proteína ATG8 de Chlamydomonas ha sido utilizada como 
marcador específico de la autofagia (Pérez and Crespo, 2014), al igual que en otros 
organismos.  
Se disponen de anticuerpos contra la proteína ATG8 de Chlamydomonas, por lo que se 
puede determinar la abundancia y lipidación de esta proteína, indicativos de la 
activación de la autofagia (Klionsky et al., 2012; Pérez and Crespo, 2014). También se 
puede visualizar la localización y distribución celular de la proteína ATG8 mediante 
inmunofluorescencia (Klionsky et al., 2012; Pérez-Pérez et al., 2012; Pérez-Pérez et al., 
2010). Además, en Chlamydomonas pueden emplearse técnicas de qRT-PCR para 
detectar la inducción transcripcional de distintos genes de autofagia (Perez-Martin et 
al., 2014). 
Cabe destacar que los anticuerpos contra la proteína ATG8 de Chlamydomonas han 
demostrado reconocer también a las distintas isoformas de ATG8 de Arabidopsis 
(Alvarez et al., 2012; Pérez-Pérez et al., 2010). Por ello, se ha propuesto que el uso de 
los anticuerpos para ATG8 de Chlamydomonas en Arabidopsis puede resultar una 
alternativa útil al uso de los propios anticuerpos de la planta (Bassham, 2014). 
Al contrario que en plantas, no se ha publicado el uso de compuestos acidófilos para 
detectar la autofagia en Chlamydomonas, posiblemente porque se disponen de 
anticuerpos para ATG8 que permiten visualizar de forma específica los autofagosomas, 
a diferencia de los compuestos acidófilos que se acumulan en cualquier 
compartimento ácido. No obstante, sí se ha utilizado la MDC en la microalga 
Auxenochlorella protothecoides como marcador de autofagia (Zhao et al., 2014). 
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Por tanto, podemos concluir que existen diversos métodos para la detección de 
autofagia en organismos fotosintéticos, tanto en plantas como en microalgas, aunque 
en estas últimas se encuentran en muchas ocasiones menos desarrollados. 
 
1.3.4 Funciones de la autofagia en organismos fotosintéticos. 
 
La autofagia es un proceso muy importante en organismos fotosintéticos, que 
presenta algunas funcionalidades únicas en plantas y microalgas, debido a las 
particularidades de este tipo de organismos. Sin embargo, en términos generales, la 
autofagia permite responder tanto a plantas como a algas a situaciones de estrés, a 
procesos de desarrollo y diferenciación o incluso a infecciones, al igual que en el resto 
de organismos eucariotas. 
En plantas, la autofagia no es un proceso esencial, ya que los mutantes de autofagia 
son viables, a pesar de presentar una aceleración en la senescencia y defectos sutiles 
en el crecimiento (Avila-Ospina et al., 2014; Bassham et al., 2014). No obstante, la 
autofagia juega en plantas un papel central en muchos procesos fisiológicos y de 
desarrollo (Bassham, 2009; Thompson and Vierstra, 2005). 
 
1.3.4.1 Autofagia basal en organismos fotosintéticos. 
 
Se ha demostrado la existencia de un nivel basal de autofagia en plantas, que 
contribuye al mantenimiento de la homeostasis celular (Bassham, 2007; Liu and 
Bassham, 2012), al igual que en otros organismos. Así, se ha comprobado que la 
deficiencia de autofagia en Arabidopsis provoca una acumulación de proteínas 
ubiquitinadas, estrés en el retículo endoplasmático y finalmente muerte celular 
(Munch et al., 2014).  
Además, se ha demostrado que la autofagia tiene en plantas un papel importante en 
asegurar la disponibilidad de nutrientes durante la noche, ya que participa en la 
degradación del almidón y puede proporcionar fuentes de energía alternativas como 
aminoácidos (Izumi et al., 2013a; Izumi et al., 2013b; Ren et al., 2014; Wang et al., 
2013). En microalgas, la autofagia parece estar implicada en la producción de lípidos, 
por lo que la modificación biotecnológica del proceso podría resultar de interés para la 





1.3.4.2 Autofagia como respuesta a estrés en organismos fotosintéticos. 
 
Una de las principales funciones de la autofagia en organismos fotosintéticos es la 
respuesta a situaciones de estrés, ya que permite la adaptación de las células a 
diversas condiciones. Por ello la autofagia es crítica para la supervivencia de las 
plantas, ya que éstas se encuentran frecuentemente con condiciones ambientales 
adversas (Bassham et al., 2014). Por ejemplo, la limitación de nutrientes, el estrés 
salino y la sequía inducen fuertemente la autofagia (Bassham et al., 2014; Liu et al., 
2014).  
Además, la autofagia es una vía de reciclaje del retículo endoplasmático en plantas, 
que se activa ante situaciones que provocan estrés en dicho orgánulo (Liu et al., 2012). 
También la autofagia es la encargada de degradar las proteínas oxidadas generadas 
como consecuencia del estrés oxidativo en Arabidopsis (Xiong et al., 2007). De hecho, 
la autofagia es clave para responder al estrés oxidativo en plantas (Bassham, 2007), ya 
que normalmente limita la producción de ROS (Kim et al., 2012), y se ha comprobado 
que la deficiencia de autofagia provoca un estrés oxidativo constitutivo (Xiong et al., 
2014). 
Por otro lado, la autofagia inducida por restricción calórica extiende la esperanza de 
vida en plantas, al igual que se ha demostrado en organismos no fotosintéticos, por lo 
que este mecanismo se encuentra conservado entre autótrofos y heterótrofos (Minina 




Figura 10: Condiciones que inducen la autofagia en Chlamydomonas. Imagen adaptada de 




En microalgas, la autofagia es inducida por falta de nutrientes, limitación de carbono o 
nitrógeno, estrés en el retículo endoplasmático y estrés oxidativo (Figura 10) (Pérez-
Pérez et al., 2012; Pérez-Pérez and Crespo, 2010; Pérez and Crespo, 2014). Se ha 
encontrado en Chlamydomonas que existe una conexión entre autofagia y ciclo celular 
y que el envejecimiento celular induce este proceso degradativo (Figura 10) (Pérez-
Pérez et al., 2010). Además, se ha demostrado que existe una conexión entre daño 
foto-oxidativo, acumulación de ROS y autofagia en Chlamydomonas, de forma que 
cuando esta microalga presenta defectos en la síntesis de carotenoides, que previenen 
el daño foto-oxidativo, se induce la autofagia (Pérez-Pérez et al., 2012).  
 
1.3.4.3 La autofagia en el desarrollo y la diferenciación de organismos fotosintéticos. 
 
La autofagia participa en múltiples procesos de desarrollo en plantas, como la 
formación de la vacuola, la formación de las semillas o la senescencia (Bassham, 2009; 
Bassham et al., 2014; Ren et al., 2014). Se ha demostrado que la autofagia podría 
participar en la determinación del número de flores fértiles en trigo (Ghiglione et al., 
2008). Además, la autofagia está también implicada en la formación del xilema y del 
floema, en la formación de las hojas y en la germinación del polen (Bassham, 2009; Liu 
and Bassham, 2012). 
 
1.3.4.4 Implicación de la autofagia en la respuesta inmune en organismos 
fotosintéticos. 
 
La autofagia tiene también un papel importante en la inmunidad innata de las plantas 
y en la respuesta a multitud de patógenos (Bassham, 2009). La respuesta hipersensible 
o HR (Hipersensitive Response) es una estrategia que presentan las plantas para 
defenderse de los patógenos, mediante la cual se induce rápidamente la muerte 
celular de las células infectadas para restringir la expansión del patógeno a las células 
adyacentes (Heath, 2000). La autofagia se encarga de restringir la HR a los sitios de 
infección para que no se extienda innecesariamente por la planta (Zhou et al., 2014). 
Para ello, se ha propuesto que la autofagia puede eliminar señales de muerte celular, 
además de reparar daños celulares (Bassham et al., 2014). En microalgas, se ha 
demostrado que la autofagia participa en la propagación vírica durante el proceso de 




1.3.4.5 Autofagia y muerte celular en organismos fotosintéticos. 
 
La autofagia está implicada en la muerte celular en plantas (Bassham, 2009), lo que 
resulta en principio contrario a su función adaptativa para promover la supervivencia 
celular (Bassham, 2007). De nuevo, nos encontramos con que la autofagia puede tener 
funciones pro-vida o pro-muerte. Así, al igual que la autofagia restringe la HR, también 
participa en los procesos de muerte celular en el sitio de infección (Minina et al., 
2014). Además, la autofagia participa en los procesos de muerte celular durante el 
desarrollo normal de la planta (Liu and Bassham, 2012). 
Se ha propuesto que la autofagia actúa en plantas como un mecanismo pro-vida o pro-
muerte después de una infección, dependiendo del tipo de patógeno, de los factores 
inmunitarios implicados y de la edad de la planta. Así, la autofagia funcionaría como un 
mecanismo pro-vida ante infecciones de patógenos necrotróficos (que se alimentan de 
células muertas) y como un mecanismo pro-muerte ante infecciones de patógenos 
biotróficos (que se alimentan de células vivas) (Lenz et al., 2011; Liu and Bassham, 
2012). 
En conclusión, la autofagia presenta múltiples funciones en organismos fotosintéticos, 
desde la respuesta a situaciones de estrés o a patógenos hasta su participación en los 
procesos de desarrollo y diferenciación.  
 
1.4 Regulación de la autofagia. 
 
La autofagia, como ya se ha comentado anteriormente, es un proceso que permite a 
las células adaptarse y sobrevivir a diversidad de situaciones. No obstante, una 
deficiencia o un exceso de actividad autofágica es perjudicial para las células (Chen and 
Klionsky, 2011) y los defectos en la autofagia se asocian con multitud de 
enfermedades. Por tanto, la autofagia debe estar perfectamente regulada tanto 
espacial como temporalmente. Comprender los mecanismos que regulan la autofagia 









1.4.1 Vías de señalización. 
 
1.4.1.1 Vía de señalización TOR. 
 
La quinasa TOR (Target Of Rapamycin) es una proteína esencial conservada 
evolutivamente que integra señales nutricionales para regular el crecimiento celular en 
todos los organismos eucariotas (Cebollero and Reggiori, 2009; Díaz-Troya et al., 
2008b). La vía de señalización TOR promueve procesos anabólicos necesarios para el 
crecimiento, como la transcripción, la síntesis proteica y la biogénesis de ribosomas. 
Por otro lado, TOR también inhibe procesos catabólicos como la autofagia (Jung et al., 
2010). 
TOR es una proteína de alto peso molecular (unos 250 KDa)  que forma dos complejos 
celulares estructural y funcionalmente distintos, denominados TORC1 y TORC2 (TOR 
Complex 1 y TOR Complex 2, respectivamente) (Loewith et al., 2002). TORC1 regula el 
crecimiento celular temporal mientras que TORC2 regula el crecimiento celular 
espacial. Se ha comprobado que los complejos TOR se encuentran asociados a 
membranas en distintas especies (Díaz-Troya et al., 2008b). 
En mamíferos, mTORC1 está formado por mTOR (mammalian TOR), Raptor (Rapamycin 
associated protein of TOR) y mLST8, aunque PRAS40 (Proline-Rich Akt Substrate of 40 
KDa) y DEPTOR (DEP domain containing mTOR-interacting protein) también pueden 
asociarse a mTORC1 y lo regulan negativamente. mTORC1 es sensible al 
inmunosupresor Rapamicina, que inhibe la actividad del complejo. mTORC2 está 
formado por mTOR y mLST8 (igual que mTORC1), además de Rictor (Rapamycin 
insensitive companion of TOR), SIN1 y Protor. Al contrario que mTORC1, mTORC2 es 
insensible a Rapamicina (Dunlop and Tee, 2014). 
En condiciones de suficiencia de nutrientes mTORC1 se encuentra activo e inhibe la 
autofagia, aunque siempre se mantienen unos niveles basales de autofagia que 
contribuyen a la homeostasis celular. En cambio, en condiciones de limitación de 
nutrientes mTORC1 se inactiva permitiendo la inducción de la autofagia (Díaz-Troya et 
al., 2008b). mTORC1 actúa inhibiendo al complejo ULK1 (UNC-51 Like Kinase), 
homólogo a ATG1 en mamíferos y necesario para la iniciación de la autofagia. mTORC1 
fosforila a ATG13, reduciendo su afinidad por ULK1 y desestabilizando el complejo 
(Russell et al., 2014). Por otro lado, ULK1 debe ser ubiquitinado para mejorar su 
estabilidad y promover su activación. mTORC1 inhibe esta ubiquitinación, al inhibir la 
proteína responsable de llevarla a cabo, AMBRA1 (Autophagy-Beclin 1 regulator 1). 
Cuando la autofagia se activa, ULK1 fosforila a AMBRA1, que participa en la expansión 
del fagóforo (Cianfanelli et al., 2015). Por otro lado, mTORC2 activa indirectamente a 
mTORC1 a través de Akt/PKB, por lo que también regula la autofagia negativamente 
(Jung et al., 2010). 
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En levaduras, encontramos dos genes TOR: TOR1 y TOR2. TORC1 de levaduras está 
formado por TOR1 o TOR2, KOG1 (ortólogo de Raptor), LST8 y TCO89. Mientras que 
TORC2 está formado por TOR2, LST8, AVO1 (ortólogo de SIN1), AVO2, AVO3 (ortólogo 
de Rictor) y BIT61. TORC1 puede ser inhibido por Rapamicina a través de la interacción 
con el complejo FKBP12-Rapamicina, mientras que TORC2 es insensible a dicha droga 
(Crespo and Hall, 2002; Loewith et al., 2002).  
Al igual que en mamíferos, en presencia de nutrientes TORC1 de levaduras actúa 
fosforilando a ATG13, lo que desestabiliza el complejo ATG1 e inhibe su actividad 
quinasa impidiendo la activación de la autofagia (Inoue and Klionsky, 2010; Jung et al., 
2010). Además, TORC1 activa un regulador negativo de la autofagia denominado PP2A, 
lo que significa que TORC1 inhibe la autofagia a través de más de un mecanismo (He 
and Klionsky, 2009; Inoue and Klionsky, 2010). Por otro lado, TORC2 regula la 
polarización del citoesqueleto de actina (Díaz-Troya et al., 2008b) y la progresión del 
ciclo celular desde G1 (Kunz et al., 1993), controlando de esta forma el crecimiento 
celular temporal y espacialmente (Schmidt et al., 1996). Recientemente, se ha 
demostrado que TORC2 también regula la autofagia indirectamente, por vías distintas 
a TORC1 (Vlahakis and Powers, 2014). 
La vía de señalización TOR se encuentra también conservada en organismos 
fotosintéticos, tanto en plantas como en microalgas, regulando el crecimiento celular 
(Díaz-Troya et al., 2008b) (Figura 8). El genoma de Chlamydomonas contiene un único 
gen TOR (CrTOR), y se ha demostrado que el complejo TOR de esta microalga puede 
ser inhibido por rapamicina a través de su interacción con la proteína FKBP12 (Crespo 
et al., 2005). Chlamydomonas presenta un complejo TORC1 conservado, y se ha 
identificado en su genoma un gen homólogo a KOG1/Raptor y un gen LST8 (Díaz-Troya 
et al., 2008b). Se ha demostrado que TOR y LST8 se encuentran formando parte de un 
complejo de elevada masa molecular, asociado a membranas del retículo 
endoplasmático en Chlamydomonas (Díaz-Troya et al., 2008a). También se ha 
demostrado que TOR actúa como regulador negativo de la autofagia en esta microalga, 
ya que la inhibición de esta quinasa mediante rapamicina conduce a la activación de 
dicho proceso catabólico (Pérez-Pérez et al., 2010).  
Dentro de las plantas, Arabidopsis presenta en su genoma un único gen TOR (AtTOR) y 
un único gen FKBP12. Sin embargo, al contrario de lo que sucede en Chlamydomonas, 
la proteína FKBP12 de Arabidopsis no es capaz de unir rapamicina (Xu et al., 1998), por 
lo que esta planta modelo es insensible a la acción de dicha droga (Menand et al., 
2002), lo que ha dificultado técnicamente el estudio de esta vía de señalización en 
plantas. A pesar de ello, se ha demostrado que TOR actúa como un regulador negativo 
de la autofagia también en plantas (Liu and Bassham, 2010). El complejo TORC1 se 
encuentra también conservado en Arabidopsis, que presenta dos genes homólogos a 
KOG1/Raptor (AtRaptor1A y AtRaptor1B) (Anderson et al., 2005) y dos genes LST8 
(AtLST8.1 y AtLST8.2) (Díaz-Troya et al., 2008b). 
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Por otro lado, no se han identificado hasta el momento homólogos de los 
componentes de TORC2 en plantas o algas, por lo que se ha sugerido que este 
complejo no se encuentra estructuralmente conservado en organismos fotosintéticos. 
No obstante, cabe la posibilidad de que plantas y algas mantengan un complejo TORC2 
funcional, aunque sus componentes sean distintos a los de otros organismos (Díaz-
Troya et al., 2008b). 
 
1.4.1.2 Otras vías de señalización. 
 
Además de la vía de señalización TOR, existen otras vías implicadas en la regulación de 
la autofagia, aunque en muchos casos convergen en TOR. A continuación se detallan 
las vías de señalización más relevantes implicadas en la regulación de la autofagia. 
La vía de señalización Ras/PKA (Ras/cAMP-dependent protein kinase A) participa en la 
detección de fuentes de carbono en distintas especies, desde levaduras hasta 
mamíferos. Además, la vía Ras/PKA regula negativamente la autofagia en paralelo con 
la vía TOR (Cebollero and Reggiori, 2009; Inoue and Klionsky, 2010).  
En levaduras, Ras/PKA fosforila a ATG1 cuando las células se encuentran en presencia 
de nutrientes, provocando su disociación del PAS. En cambio, en ausencia de 
nutrientes ATG1 se desfosforila y se localiza de nuevo en el PAS, permitiendo la 
iniciación de la autofagia (He and Klionsky, 2009). Por otro lado, Ras/PKA también 
fosforila a ATG13 y se ha identificado una secuencia consenso de fosforilación PKA en 
ATG18 (Cebollero and Reggiori, 2009; Chen and Klionsky, 2011). En mamíferos, 
Ras/PKA regula negativamente la autofagia fosforilando a LC3 o activando a TORC1 
(Chen and Klionsky, 2011). 
Otra vía de señalización implicada en la regulación de la autofagia es la de la quinasa 
Akt/PKB (Protein Kinase B) de mamíferos. Akt/PKB regula positivamente a mTORC1, 
por lo que actúa como regulador negativo de la autofagia (Chen and Klionsky, 2011; 
Díaz-Troya et al., 2008b). Es importante destacar que mTORC2 activa a Akt/PKB, por lo 
que también regula la autofagia negativamente (Jung et al., 2010), como se ha 
mencionado anteriormente.  
El homólogo en levaduras de Akt/PKB es la quinasa Sch9, que participa en la detección 
de nutrientes y en la coordinación del crecimiento celular (Cebollero and Reggiori, 
2009). Sch9 regula la autofagia negativamente, al igual que su homólogo de 




















Figura 11: Representación esquemática de los mecanismos que regulan la autofagia en 
levaduras. Las flechas azules indican activación, mientras que las líneas rojas indican inhibición. 
Para más detalles ver texto. 
 
En organismos fotosintéticos también se han encontrado homólogos a las quinasas 
Sch9 de levaduras. En concreto, en el genoma de Arabidopsis se han identificado dos 
genes, denominados S6K1 y S6K2 (Bogre et al., 2003). Las proteínas S6K de plantas 
parecen ser dianas directas de TOR (Mahfouz et al., 2006) y actúan regulando la 
traducción (Long et al., 2004). Se ha propuesto que la proteína EBP1 (ErbB-3 EGF 
Receptor Binding Protein), implicada en el ensamblaje de proteínas (Horvath et al., 





Figura 12: Representación esquemática de la vía TOR en organismos fotosintéticos. Adaptado 
de Díaz-Troya et al., 2008b. 
 
Por otro lado, la quinasa AMPK (AMP-activated protein kinase) de mamíferos se activa 
en respuesta a un aumento en los niveles celulares de AMP debido a falta de 
nutrientes (Fimia and Piacentini, 2010; Jung et al., 2010). AMPK actúa como modulador 
positivo de la autofagia a través de tres mecanismos. En primer lugar, AMPK fosforila a 
Raptor, inhibiendo la vía de señalización mTORC1. En segundo lugar, AMPK activa a 
reguladores negativos de mTORC1, inhibiendo de nuevo dicha vía de señalización. Por 
último, AMPK fosforila y activa a ULK1, que a su vez inhibe a mTORC1 (Dunlop and Tee, 
2014).  
Snf1 (Sucrose non-fermenting 1), el homólogo en levaduras de AMPK, actúa también 
como regulador positivo de la autofagia a través de la regulación de ATG1 (He and 
Klionsky, 2009). Además, Snf1 también parece regular la autofagia a nivel 
transcripcional (Cebollero and Reggiori, 2009). Al contrario de lo que ocurre en 
mamíferos, Snf1 se encuentra regulado negativamente por TORC1 (Chen and Klionsky, 
2011).  
Por último, la quinasa PI3K (Phosphoinositide 3-kinase), ampliamente conservada en 
eucariotas (Jung et al., 2010), también ha sido descrita como un regulador importante 
de la autofagia. En mamíferos existen tres complejos PI3K distintos: PI3KI, PI3KII y 
44 
 
PI3KIII. El complejo PI3KIII está formado por la quinasa PI3K junto a las proteínas p150, 
ATG14 y Beclin1. Este complejo parece ser un modulador positivo de la autofagia 
esencial para su inducción (Chen and Klionsky, 2011).  
En levaduras, existen dos complejos PI3K. El complejo PI3KI es el que está implicado en 
la regulación de la autofagia y está compuesto por la quinasa Vps34 (Vacuolar protein 
sorting 34), ATG6 (o Vps30), ATG14 y Vps15 (Chen and Klionsky, 2011). Este complejo 
controla la autofagia en respuesta a nutrientes, produciendo la acumulación de PI3P 
(Phosphatidylinositol 3-phosphate) en sitios específicos de la célula. A través de la 
unión con el PI3P, regula la unión de las proteínas ATG al PAS (He and Klionsky, 2009). 
Hasta el momento, todas estas vías de señalización implicadas en la regulación de la 
autofagia en mamíferos y levaduras han sido poco estudiadas en organismos 
fotosintéticos. Por ello, no se dispone de más información acerca de estos mecanismos 
de regulación en plantas o microalgas, aunque cabe esperar que existan vías de 
regulación homólogas o similares en estos organismos. 
 
1.4.2 Mecanismos de regulación postraduccional. 
 
Las modificaciones postraduccionales de distintas proteínas ATG juegan un papel 
crucial en la regulación de la autofagia. De hecho, la iniciación de la autofagia depende 
de la fosforilación del complejo ATG1 (Cebollero and Reggiori, 2009), como ya se ha 
mencionado. Por otro lado, la modificación tipo ubiquitina de los complejos ATG8 y 
ATG12 es esencial para la formación de los autofagosomas. Pero además de estas 
modificaciones, existen otros mecanismos de regulación postraduccional implicados en 
la modulación de la autofagia (He and Klionsky, 2009). Las proteínas ATG pueden sufrir 
distintos tipos de modificaciones postraduccionales, como la fosforilación, la 
acetilación, la ubiquitinación o la glicosilación (Wani et al., 2015).  
La fosforilación de proteínas ATG es el mecanismo de regulación postraduccional más 
estudiado. Ya se ha mencionado en el apartado anterior la regulación del complejo 
ATG1 mediante fosforilación por parte de TORC1, cuya actividad también depende de 
su estado de fosforilación. Además, AMPK y Akt también regulan la autofagia mediante 
fosforilación. Por otro lado, se ha demostrado que la proteína ATG9 se regula por 
fosforilación mediada por ATG1 en levaduras, siendo esta necesaria para la formación 
de los autofagosomas (Papinski et al., 2014). De hecho, la fosforilación de ciertas 
proteínas ATG es esencial para su incorporación al PAS (Mao et al., 2013). En 
mamíferos se ha demostrado que ATG8 se regula por fosforilación, de forma que 
cuando se fosforila se inhibe su lipidación e incorporación a la membrana del 
autofagosoma, inhibiendo la autofagia (Cherra et al., 2010; Jiang et al., 2010).  
La acetilación de los residuos de Lisina es un mecanismo de regulación esencial para la 
autofagia, actuando a distintos niveles. Por un lado, bajo condiciones de limitación de 
45 
 
nutrientes se produce una acetilación generalizada de las proteínas citoplasmáticas, 
que se asocia con un aumento de la autofagia (Eisenberg et al., 2014; Marino et al., 
2014b). Por otro lado, la desacetilación de ciertas proteínas ATG es necesaria para que 
la autofagia pueda funcionar. En presencia de nutrientes, las proteínas ATG5, ATG7, 
ATG8 y ATG12 se encuentran acetiladas, mientras que se desacetilan cuando hay falta 
de nutrientes (He and Klionsky, 2009). Además, la acetilación y desacetilación de 
histonas también ha demostrado ser importante en la regulación de la autofagia 
(Fullgrabe et al., 2013). 
La ubiquitinación de ciertas proteínas regula la actividad de la autofagia. En primer 
lugar, DEPTOR (regulador negativo de mTORC1) se ubiquitina en presencia de 
nutrientes, lo que impide su unión a mTORC1 de forma que la autofagia permanece 
inhibida (Zhao et al., 2011). Por otro lado, la ubiquitinación de ATG4 provoca su 
degradación, lo que afecta a LC3 y limita la autofagia (Kuang et al., 2012). Además, 
ULK1 también sufre ubiquitinación, aunque en este caso la ubiquitinación estabiliza el 
complejo y promueve la autofagia (Nazio et al., 2013). 
Por último, se ha demostrado recientemente que la glicosilación también juega un 
papel en la regulación de la autofagia. En concreto, los reguladores de la autofagia 
AMPK, Akt y el complejo PI3K son dianas de N-acetilglucosilación (O-GlcNAcylation) 
(Bullen et al., 2014; Marsh et al., 2013; Wang et al., 2012).  
 
1.4.3 Regulación transcripcional y epigenética. 
 
Aunque los mecanismos de regulación postraduccional han sido los más estudiados 
hasta el momento, la autofagia se encuentra también finamente regulada a nivel 
transcripcional y epigenético (Fullgrabe et al., 2014), ya que una respuesta autofágica 
eficiente requiere la activación transcripcional de numerosos genes ATG (Cebollero 
and Reggiori, 2009). 
Los factores FoxO (Forkhead box transcription factor class O) son factores de 
transcripción evolutivamente conservados que regulan la transcripción de varios genes 
de autofagia en distintas especies, mediante unión directa con sus promotores. Estos 
factores de transcripción actúan en paralelo a la vía de señalización TOR, es decir, la 
autofagia se regula al mismo tiempo por dos mecanismos distintos: la inhibición no 
transcripcional de TOR y la regulación transcripcional de los factores FoxO (Figura 7) 
(He and Klionsky, 2009). Además, cabe destacar que los factores FoxO modulan la 
autofagia también de forma no transcripcional cuando son exportados del núcleo 
(Fullgrabe et al., 2014).  
En mamíferos, el factor de transcripción E2F1 (miembro de la familia de factores de 
transcripción E2F) se considera un regulador central de la autofagia, ya que muchas de 
sus dianas pertenecen a la maquinaria autofágica. Además, se ha comprobado que la 
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activación de este factor induce la autofagia. El gen BNIP3, que actúa como modulador 
positivo de la autofagia, es una diana del factor E2F1. Por otro lado, el factor de 
transcripción NF-kB (nuclear factor-kB) silencia a BNIP3 uniéndose a su promotor. Por 
tanto, la competición entre E2F1 y NF-kB por unirse al promotor de BNIP3 constituye 
un mecanismo para regular la respuesta autofágica (Fullgrabe et al., 2014). 
Además, existen otros factores de transcripción implicados en la regulación de la 
autofagia en mamíferos. Por ejemplo, el factor TFEB actúa como modulador positivo 
de la autofagia mientras que el factor ZKSCAN3 lo hace como inhibidor. Cabe destacar 
el papel del supresor tumoral p53, que regula la autofagia de forma dual. La proteína 
p53 se localiza tanto en el núcleo como en el citoplasma, desarrollando distintas 
funciones según su localización. Por un lado, p53 nuclear inhibe a mTOR y promueve la 
autofagia por activación transcripcional de ciertos genes. Por otro lado, p53 
citoplasmática inhibe la autofagia (Fullgrabe et al., 2014). 
En levaduras, los factores de transcripción Gln3 y Gcn4 regulan la transcripción de 
ATG14 (que forma parte del complejo PI3K) en respuesta a la disponibilidad de 
nutrientes. Además, Gcn4 participa en la inducción de ATG1 y ATG13 en condiciones 
de carencia de aminoácidos. Estos factores de transcripción se encuentran regulados 
negativamente por TOR (Figura 7), que fosforila a los propios factores o bien a sus 
inhibidores para mantenerlos unidos en el citoplasma. La inactivación de TOR por 
rapamicina o limitación de nitrógeno produce la desfosforilación de estos factores y/o 
de sus inhibidores, lo que permite su transporte al núcleo y que activen la 
transcripción de genes ATG (Cebollero and Reggiori, 2009; Fullgrabe et al., 2014). 
Finalmente, la autofagia se encuentra regulada a nivel epigenético ya que se ha 
demostrado que la inhibición de deacetilasas de histonas (HDACs: histone 
deacetylases) conduce a la activación de la autofagia en levaduras y mamíferos. Por 
tanto, las HDACs y las HATs (histone acetyltransferases) se consideran moduladoras de 
la autofagia (Fullgrabe et al., 2014). Además, errores en la regulación epigenética de la 
autofagia se asocian con condiciones patológicas (He and Klionsky, 2009). Cabe 
destacar el papel de la histona H3, cuyo estado de fosforilación y metilación ha sido 
relacionado con el control de la autofagia (Fullgrabe et al., 2014). 
 
1.4.4 Regulación de la autofagia por ROS. 
 
La conexión entre la autofagia y la producción de especies reactivas de oxígeno (ROS) 
ha sido investigada de forma intensiva en distintos organismos, y se ha demostrado 
que la producción nociva de ROS induce este proceso degradativo. La autofagia es un 
proceso necesario para responder al daño causado por el estrés oxidativo; no 
obstante, ROS también actúa como señalizador en la regulación de la autofagia (Chen 
and Klionsky, 2011; Sciarretta et al., 2015). De hecho, las condiciones que regulan la 
actividad de la autofagia se asocian con cambios en los niveles celulares de ROS (Lee et 
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al., 2012). Además, cada vez existen más evidencias en mamíferos de que el estrés 
oxidativo modula la autofagia en respuesta a otros tipos de estrés celular (Dodson et 
al., 2013; Navarro-Yepes et al., 2014; Wen et al., 2013). 
Durante el metabolismo celular, la reducción incompleta del oxígeno da lugar a 
distintas formas de ROS, que pueden ser generadas en la mitocondria, en el 
cloroplasto de los organismos fotosintéticos, en el retículo endoplasmático o bien vía 
NADPH oxidasas, entre otras localizaciones. Las formas de ROS más importantes 
biológicamente son el peróxido de hidrógeno (H2O2) y el radical superóxido (O2-.), ya 
que son moléculas señalizadoras que pueden ser generadas de forma controlada en las 
células (Lee et al., 2012).  
En cuanto al origen del ROS implicado en la regulación de la autofagia, existe más de 
una posibilidad que además dependerá del estrés y del tipo celular. Por ejemplo, la 
producción de ROS mitocondrial ha demostrado jugar un papel importante en la 
inducción de la autofagia en humanos (Chen et al., 2009). 
Las NADPH oxidasas, también conocidas como Nox, son enzimas que se localizan en la 
membrana celular y que generan ROS, en concreto ion óxido (O2-). Existen distintas 
isoformas con distintas funciones, pero se ha demostrado que ROS producido por 
NADPH oxidasas promueve la autofagia en distintos tipos celulares (Sciarretta et al., 
2015). Por ejemplo, la actividad NADPH oxidasa en mamíferos participa en la inducción 
de autofagia en respuesta a patógenos y a estrés en el retículo endoplasmático (Lee et 
al., 2012). 
No obstante, se conoce poco acerca de los mecanismos moleculares por los que ROS 
puede mediar en la regulación de la autofagia. Se ha demostrado en mamíferos que la 
oxidación de mTOR provoca la inhibición de su actividad, lo cual permite la inducción 
de la autofagia. Además, ROS estimula la vía AMPK, que activa la autofagia (Chen and 














Figura 13: Representación esquemática de los mecanismos que regulan la autofagia en 
respuesta a ROS. Las flechas azules indican activación, mientras que las líneas rojas indican 
inhibición. Para más detalles ver texto. 
 
En tercer lugar, ROS puede estimular la autofagia mediante oxidación de compuestos 
de su maquinaria. Así, la proteasa ATG4 (necesaria para la lipidación de ATG8/LC3 y 
por tanto esencial para el proceso de autofagia) se encuentra regulada por un 
mecanismo redox en mamíferos. Se ha demostrado que una de las cisteínas de ATG4 
se oxida mediante ROS, lo que regula su actividad (Scherz-Shouval et al., 2007). La 
forma oxidada de ATG4 tiene inhibida su actividad proteasa, de forma que se previene 
la disociación prematura del conjugado ATG8-PE de la membrana del autofagosoma 
(Chen and Klionsky, 2011; He and Klionsky, 2009; Lee et al., 2012; Sciarretta et al., 
2015; Scherz-Shouval et al., 2007). Hasta el momento, ATG4 es la única proteína de la 
maquinaria de autofagia cuya actividad ha sido demostrada que tiene una clara 
regulación redox. Recientemente, se ha demostrado en levaduras el mecanismo 
molecular mediante el cual la proteína Atg4 es regulada por ROS (Perez-Perez et al., 
2014). Se han identificado dos residuos de cisteína ampliamente conservados en 
eucariotas que establecen un puente disulfuro en la proteína ATG4 de levaduras. La 
oxidación-reducción de dicho puente disulfuro regula la actividad proteolítica de Atg4. 
Además, se ha demostrado que este puente disulfuro puede ser eficientemente 
reducido por la tiorredoxina h, siendo la primera vez que esta oxidoreductasa ha sido 
relacionada con la regulación de la autofagia (Perez-Perez et al., 2014). 
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1.4.4.1 Regulación de la autofagia por ROS en organismos fotosintéticos. 
 
En los organismos fotosintéticos existe una elevada producción de ROS como 
consecuencia de la producción de O2 durante la fotosíntesis que tiene lugar en el 
cloroplasto. La cadena de transporte electrónico fotosintética tiene como 
subproductos  peróxido de hidrógeno (H2O2), radical superóxido (O2·-), singlete de 
oxígeno (1O2) y radicales hidroxilo (OH·). Además, las mitocondrias, los peroxisomas y 
las NADPH oxidasas también son fuente de ROS en plantas y algas (Perez-Perez et al., 
2012b). El estrés oxidativo y los estímulos que aumentan la producción de ROS en 
organismos fotosintéticos también activan la autofagia (Perez-Perez et al., 2012a; 
Pérez-Pérez et al., 2010; Perez-Perez et al., 2012b; Xiong et al., 2007). 
Las NADPH oxidasas juegan un papel central en plantas, integrando señales redox que 
participan en la mediación de distintos procesos (Foreman et al., 2003; Lherminier et 
al., 2009; Miller et al., 2009). También se ha relacionado la actividad NADPH oxidasa 
con la inducción de la autofagia en plantas, siendo necesario ROS generado vía NADPH 
oxidasa para la activación de la autofagia en respuesta a estrés nutricional o salino (Liu 
et al., 2009). Por otro lado, cabe destacar que el sulfuro citosólico ha sido 
recientemente identificado como un regulador negativo de la autofagia en Arabidopsis 
aunque el mecanismo molecular mediante el cual el sulfuro podría controlar este 
proceso degradativo es aún desconocido (Alvarez et al., 2012). 
En microalgas existe una relación funcional entre ROS y autofagia (Pérez--Pérez and 
Crespo, 2014), que sugiere que las NADPH oxidasas también podrían participar en la 
activación de la autofagia en estos organismos. De hecho, se ha demostrado que las 
NADPH oxidasas participan en la inducción de autofagia en células de Chlamydomonas 
sometidas a deficiencia de carotenoides, lo que genera un daño foto-oxidativo en la 





Figura 14: Regulación de la autofagia por ROS en Chlamydomonas. Imagen adaptada de Perez-
Perez et al., 2012. 
 
La regulación de la autofagia por oxidación de TOR o de ATG4 no ha sido demostrada 
hasta el momento en organismos fotosintéticos, aunque dado el alto grado de 
conservación evolutiva del proceso, es probable que estos mecanismos de regulación 
se encuentren también conservados (Perez-Perez et al., 2012b). 
 
1.5 Retículo endoplasmático. 
 
El retículo endoplasmático (RE) es un orgánulo formado por túbulos, vesículas y 
cisternas interconectados entre sí (Chaudhari et al., 2014). Es el orgánulo celular 
encargado de las modificaciones postraduccionales de las proteínas, desde el 
plegamiento (llevado a cabo por chaperonas residentes) y la oligomerización proteica 
hasta la glicosilación y formación de puentes disulfuro  (Chen and Yin, 2011). Además, 
participa en el mantenimiento de la homeostasis del Ca2+ y en la biosíntesis de lípidos 




1.5.1 Estrés en el retículo endoplasmático. 
 
El estrés en el RE es un potente inductor de la autofagia (Yorimitsu et al., 2006), como 
se ha mencionado anteriormente. Por ello, durante la presente Tesis Doctoral se ha 
intentado esclarecer la relación entre el estrés en el retículo endoplasmático y la 
autofagia en organismos fotosintéticos empelando Chlamydomonas como sistema 
modelo. 
Cuando se produce una acumulación de proteínas plegadas incorrectamente en el 
retículo endoplasmático, de forma que la cantidad de proteínas desplegadas o mal 
plegadas supere la capacidad del orgánulo para procesarlas, se genera lo que se 
conoce como estrés en el retículo endoplasmático (Gardner et al., 2013). Para 
responder a este estrés, las células activan lo que se conoce como respuesta UPR 
(Unfolded Protein Response), mediada en mamíferos por PERK, ATF6 e IRE1 (Chen and 
Yin, 2011).  
En respuesta a estrés en el retículo endoplasmático, PERK fosforila el factor eIF2α, de 
forma que inhibe el ensamblaje del ribosoma 80S y, por tanto, inhibe la traducción 
para reducir la entrada de proteínas al orgánulo. ATF6 se transloca al aparato de Golgi, 
donde es procesada por S1P y S2P (site 1 and site 2 proteases), para generar la forma 
madura que migra al núcleo y activa la transcripción de la chaperona BiP y del factor 
de transcripción XBP-1. IRE1 activa el procesamiento del mRNA de Xbp-1, que a su vez 
activa la transcripción de chaperonas del retículo y de genes implicados en la respuesta 
UPR y en la vía ERAD (Chaudhari et al., 2014; Chen and Yin, 2011; Nakka et al., 2014; 






















Figura 15: Representación esquemática de la UPR en mamíferos. 
 
Por tanto, la respuesta UPR inhibe la expresión de proteínas al mismo tiempo que 
activa la síntesis de chaperonas y distintas vías de degradación, con el objetivo de 
aliviar el estrés en el retículo endoplasmático y recuperar su homeostasis. No 
obstante, si el estrés en el retículo endoplasmático es severo y persistente, la 
respuesta UPR se convierte en un mecanismo proapoptótico y se activan las vías de 
muerte celular (Walter and Ron, 2011). 
En levaduras, la respuesta UPR está dirigida únicamente por Ire1. En respuesta a estrés 
en el retículo endoplasmático, Ire1 es activado y procesa el mRNA de HAC1. Este 
procesamiento genera un factor de transcripción funcional (Hac1) que induce la 
expresión de genes implicados en la respuesta UPR. Cabe destacar que la vía Ire1-Hac1 
está envuelta en la inducción de autofagia en respuesta a estrés en el retículo 
endoplasmático en levaduras (Cebollero et al., 2012; Yorimitsu and Klionsky, 2014). 
En plantas, sólo se han identificado las vías IRE1 y ATF6 de la respuesta UPR. IRE1 de 
plantas procesa el mRNA de bZIP60, generando un factor de transcripción que se 
transloca al núcleo e induce la transcripción de genes de UPR (Ruberti et al., 2015). Por 
otro lado, ATF6 de plantas también es translocado al aparato de Golgi en respuesta a 
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estrés en el retículo, es cortado por S1P y S2P, y finalmente induce la transcripción de 
genes implicados en señalización UPR en el núcleo (Wan and Jiang, 2015). Al igual que 
en mamíferos y levaduras, IRE1 está implicado en la inducción de autofagia por estrés 
en el retículo endoplasmático en plantas (Liu and Bassham, 2013). 
 
 
Figura 16: Respuesta a estrés en el retículo endoplasmático. UPR: Unfolded Protein Response. 
ERAD: Endoplasmic Reticulum Associated Degradation. Para más detalles ver texto. Imagen 
adaptada de Yamasaki et al., 2005. 
 
Por otro lado, y en paralelo a la respuesta UPR, el estrés en el retículo endoplasmático 
activa la vía ERAD (ER Associated Degradation). Esta vía consiste en la 
retrotranslocación de proteínas plegadas incorrectamente del retículo al citoplasma, 
donde son degradadas por el proteasoma. Así, la vía ERAD contribuye también a aliviar 
el estrés en el retículo endoplasmático (Yamasaki et al., 2005; Yorimitsu and Klionsky, 
2014). No obstante, la vía ERAD no es capaz de degradar sustratos grandes, como 
agregados proteicos u orgánulos dañados, por lo que las células necesitan un 
mecanismo de degradación robusto para responder al estrés en el retículo 
endoplasmático, como es  la autofagia (Cebollero et al., 2012). 
El estrés en el retículo endoplasmático induce la autofagia como mecanismo para 
aliviar el estrés y favorecer la supervivencia celular (Ogata et al., 2006; Yorimitsu and 
Klionsky, 2014), ya que la autofagia contribuye a la eliminación de proteínas no 
plegadas correctamente y de orgánulos dañados (Deegan et al., 2015). Junto con la 
autofagia, se induce el sistema del proteasoma o UPS (Ubiquitin-Proteasome System), 
que también participa en la degradación de proteínas (Chen and Yin, 2011).  
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Finalmente, cuando se produce estrés en el retículo endoplasmático, el orgánulo 
cambia morfológicamente y se expande de forma masiva, gracias a lo cual aumenta el 
espacio dedicado al plegamiento proteico y se reduce la concentración de proteínas 
plegadas incorrectamente. La autofagia participa en este proceso segregando y 
degradando parte del retículo, con objeto de mantener su homeostasis (Bernales et 
al., 2006). 
 
1.5.2 Conexión entre estrés en el retículo endoplasmático y estrés oxidativo. 
 
El retículo endoplasmático presenta en su interior un ambiente altamente oxidante, 
apropiado para el plegamiento proteico. Así, con un ratio GSH/GSSG hasta 100 veces 
menor que en el citoplasma (Montero et al., 2013) se favorece la formación de 
puentes disulfuro. Como consecuencia de la formación de puentes disulfuro, el 
plegamiento de las proteínas genera como subproducto ROS en el lumen del retículo 
endoplasmático. La enzima PDI (Protein Disulfide Isomerase) es la encargada de formar 
los puentes disulfuro dentro de dicho orgánulo. La forma oxidada de dicha proteína es 
la enzima activa, que se reduce al formar un puente disulfuro. ERO1 (ER Oxidoreductin 
1) se encarga de regenerar PDI oxidada, y lo hace transfiriendo electrones de la PDI 
reducida al oxígeno molecular, generando de esta forma peróxido de hidrógeno 
(Ramming et al., 2015) (Figura 17).  
Por otro lado, cuando se produce un puente disulfuro erróneo, el GSH presente en el 
retículo lo reduce, lo que contribuye a mantener un nivel bajo de GSH en el lumen del 
retículo (Kincaid and Cooper, 2007). Por tanto, el estrés en el retículo endoplasmático 
genera estrés oxidativo. Por ello, la respuesta a estrés en el retículo incluye también 
una respuesta a estrés oxidativo. Además, la mitocondria también parece jugar un 
papel en la formación de ROS cuando se produce un estrés en el retículo 
endoplasmático. La mitocondria detecta el aumento de Ca2+ citosólico, provocado por 
la liberación de Ca2+ por parte del retículo, lo que estimula la producción de ROS por 















Figura 17: Inducción de estrés oxidativo por estrés en el retículo endoplasmático (Appenzeller-
Herzog, 2011). A: Generación de estrés oxidativo debido a la formación de puentes disulfuro 
dentro del retículo endoplasmático. B: Generación de estrés oxidativo a causa de la liberación 
de Ca2+ por parte del retículo endoplasmático, que estimula la producción mitocondrial de 
ROS. 
 
1.6 Metales pesados. 
 
Los metales pesados son un grupo de elementos químicos con alta densidad, que 
resultan altamente tóxicos para los organismos vivos. Estos metales se caracterizan 
por poseer una elevada masa atómica y una densidad al menos 5 veces mayor que la 
del agua (5g/cm3). Son elementos no biodegradables, por lo que la contaminación con 
metales supone hoy en día un gran problema medioambiental (Devriesea et al., 2001; 
Emamverdian et al., 2015). Parte de la presente Tesis Doctoral se ha centrado en 
estudiar la respuesta a la toxicidad inducida por metales pesados en Chlamydomonas. 
 
1.6.1 Toxicidad inducida por metales pesados. 
 
Los metales impiden el funcionamiento normal de los procesos metabólicos, por lo que 
provocan toxicidad en todos los sistemas estudiados. En mamíferos, la toxicidad 
inducida por metales pesados se ha relacionado con enfermedades 
neurodegenerativas (Badrick and Jones, 2011). En plantas, los metales pesados causan 
clorosis (insuficiencia de clorofila) (Baryla et al., 2001) e inhibición del crecimiento de 
las raíces (Horst et al., 2010; Woolhouse, 1983), entre otros efectos. 
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Los metales pesados forman enlaces con los grupos sulfhidrilo de las proteínas, 
afectando a su estructura y funcionalidad. Además, interactúan con los grupos 
funcionales de algunas moléculas. También afectan a la integridad de las membranas 
(Peixoto et al., 2001), lo que genera problemas en la fotosíntesis y en la respiración. 
Por otro lado, aunque las proteínas que utilizan metales como cofactor han 
evolucionado para explotar las propiedades de un metal específico, un metal es capaz 
de sustituir a otro con características similares (“mismetallation”), provocando la 
pérdida de funcionalidad de la proteína (Blaby-Haas and Merchant, 2014).  
Por tanto, los organismos han desarrollado sistemas para defenderse de la toxicidad 
inducida por los metales pesados. Como mecanismo para evitar la entrada de los 
metales, las plantas realizan simbiosis con micorrizas, que actúan como barreras. Por 
otro lado, las fitoquelatinas son polímeros de glutatión que quelan a los metales para 
evitar su interacción con otras moléculas. Las fitoquelatinas han sido identificadas en 
plantas, microalgas, levaduras, hongos y algunos animales (Bundy et al., 2014; 
Vatamaniuk et al., 2001; Zagorchev et al., 2013). Otras moléculas que actúan como 
quelantes son las metalotioneínas. Estas proteínas citoplasmáticas, que se unen a los 
iones metálicos para capturarlos, se han encontrado en organismos procariotas, 
hongos, invertebrados, mamíferos y plantas (Beg et al., 2015; Jia et al., 2012; Kagi and 
Valee, 1960; Oliveira et al., 2015; Yang et al., 2015).  
Las plantas y las levaduras secuestran los metales en la vacuola para evitar que 
interaccionen con otros elementos celulares. Las microalgas y amebas acumulan 
ciertos metales en acidocalcisomas, mientras que hongos y mamíferos lo hacen en 
zincosomas (Blaby-Haas and Merchant, 2014).  
Existen metales esenciales, necesarios en pequeñas cantidades (micronutrientes) para 
los organismos, que se convierten en tóxicos a altas concentraciones. Por otro lado, 
también hay metales no esenciales que son tóxicos incluso a bajas concentraciones. 
Por ejemplo, el Ni el Cu son metales esenciales, que forman parte de algunas enzimas 
(Stern, 2010; Yusuf et al., 2011). Por el contrario, el Cd y el Hg no presentan ninguna 
función biológica y, por tanto, no son esenciales.  
Centrándonos en los micronutrientes, cabe destacar el caso del Ni. Este metal presenta 
varios estados oxidativos, aunque su estado divalente (Ni2+) es el más estable en los 
sistemas biológicos. El Ni forma parte de algunas enzimas, como la hidrogenasa, la 
glioxalasa y la ureasa, que participa en el metabolismo del nitrógeno (Quinn et al., 
2003). En plantas se ha demostrado que el Ni compite con el Fe (hierro) y con el Zn 
(zinc), ya que previene su absorción por parte de la planta y causa deficiencia de estos 
metales. En Chlamydomonas, es de gran relevancia el estudio de la toxicidad 
provocada por Ni, ya que se utiliza ampliamente el promotor del gen CYC6 (citocromo 
c6) para la expresión de proteínas. Este promotor inducible se activa en deficiencia de 
Cu (cobre), o en presencia de Ni (níquel) o Co (cobalto) (Quinn et al., 2003), y requiere 
la acción del factor de transcripción CRR1 (Copper Response Regulator 1) (Sommer et 
al., 2010). La inducción del promotor mediante adición de Ni es una de las estrategias 
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más utilizadas. No obstante, el Ni causa toxicidad a altas concentraciones (Ferrante et 
al., 2008), aunque sus mecanismos de acción son poco conocidos. 
El Cu es otro micronutriente, que participa en múltiples procesos fisiológicos, ya que 
actúa como transportador de electrones y como catalizador de reacciones redox 
(Quinn et al., 2003). Las plantas asimilan el Cu en su forma divalente (Cu2+), aunque en 
exceso afecta a la permeabilidad de las raíces (Berglund et al., 2002) y desestructura 
las membranas tilacoidales (Patsikka et al., 2002). En Chlamydomonas, el exceso de Cu 
inhibe el crecimiento (Mosulen, 2003) y reduce la asimilación de nitrógeno por parte 
de las células (Devriesea et al., 2001). 
Entre los metales no esenciales, cabe destacar el caso del Cd que ha sido estudiado en 
la presente Tesis. Se ha demostrado que este metal entra en las células de las plantas a 
través de los canales de calcio, perturbando el estado hídrico de la planta y causando 
marchitez (Perfus-Barbeoch et al., 2002). En mamíferos, el Cd también interacciona 
con los canales de calcio, además de unirse a las proteínas sinápticas mimetizando a 
dicho metal (Marchetti, 2013). En Chlamydomonas, se ha comprobado que el Cd 
reduce el crecimiento celular y  el contenido en carbono y nitrógeno, mientras que 
aumenta el contenido en sulfuro (Mosulen, 2003). También inhibe la actividad 
fotosintética de la microalga, acumulándose en el cloroplasto (Mosulen, 2003). 
Además, provoca activación de la glutamato deshidrogenasa, que sintetiza el 
glutamato necesario para la síntesis de fitoquelatinas (Devriesea et al., 2001; 
Domínguez et al., 2003). Las nanopartículas de Cd inhiben el proteasoma en 
Chlamydomonas, lo que contribuye a su toxicidad (Simon et al., 2013). 
El Hg es un metal no esencial y uno de los elementos más tóxicos de la tabla periódica 
(Carocci et al., 2014; Chen and Yang, 2012; Langford and Ferner, 1999; Li and Tse, 
2015). Aunque existe en múltiples formas, la divalente (Hg2+) es la más común en los 
suelos y la que absorben las plantas, causando una inhibición de la fotosíntesis, 
perturbando el equilibrio hídrico y dificultando la asimilación de nutrientes (Chen and 
Yang, 2012). En Chlamydomonas, el Hg inhibe el crecimiento celular y reduce el 
contenido en clorofila de las células (Elbaz et al., 2010; Weiss-Magasic et al., 1997). 
Además, ha demostrado inhibir de forma transitoria el promotor del gen CYC6, lo que 
implica una interacción con la vía CRR1 (Sommer et al., 2010). 
 
1.6.2 Conexión entre toxicidad inducida por metales y estrés oxidativo. 
 
Además de los mecanismos de toxicidad mencionados anteriormente, se ha 
demostrado en distintos sistemas que los metales generan ROS en las células, que a su 
vez conduce a oxidación de proteínas y lípidos, ataque oxidativo del DNA, desbalance 
redox y desestabilización de membranas. Los metales pueden generar ROS tanto 
directamente, por reacciones Haber-Weiss y Fenton o rompiendo la cadena 
transportadora de electrones del cloroplasto, como indirectamente, disminuyendo los 
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niveles de GSH, inhibiendo enzimas antioxidantes o induciendo enzimas productoras 
de ROS (Violante et al., 2010). Además, algunos metales forman parte de enzimas que 
catalizan reacciones redox, por lo que un exceso de metales puede resultar en 









En algas, los metales provocan una disminución de los antioxidantes celulares (Stoiber 
et al., 2013), probablemente por generación de estrés oxidativo. En Chlamydomonas, 
el Hg provoca acumulación de ROS y peroxidación de moléculas (Elbaz et al., 2010; Wei 
et al., 2011). En este sentido, cabe mencionar que en el mutante SOR1 (Singlet Oxygen 
Resistant 1) de Chlamydomonas, que muestra una mayor resistencia a estrés oxidativo, 
muestra unos niveles de expresión de genes de respuesta a metales alterados 
(Fischera et al., 2012), lo que sugiere una conexión entre la respuesta a metales con el 


































2.1 Estudiar la relación entre el estrés en el retículo endoplasmático con la 
activación de la autofagia en Chlamydomonas reinhardtii. 
2.2 Investigar la activación de la autofagia por exposición a elevadas concentraciones 
de metales. 
2.3 Estudiar la posible implicación del estrés oxidativo en la activación de la 




3 MATERIAL Y MÉTODOS 
 
3.1 Organismos y condiciones de cultivo. 
 
3.1.1 Chlamydomonas reinhardtii. 
 
3.1.1.1 Estirpes utilizadas. 
 
El organismo estudio de esta tesis es la microalga Chlamydomonas reinhardtii y la 
estirpe utilizada es el mutante de pared celular cw15 4B+, obtenida del laboratorio de 
Jean-David Rochaix (Universidad de Ginebra, Suiza). Además, se han utilizado las 
estirpes mutantes sor1 y crr1-1, obtenidas del Chlamydomonas Culture Collection 
(http://chlamycollection.org/). La estirpe mutante SATG8 se ha generado en la 
presente Tesis Doctoral, mediante transformación de la estirpe cw15 4B+ con un 
plásmido que contiene el cDNA del gen ATG8 de Chlamydomonas bajo el control del 
promotor del gen CYC6. 
 
3.1.1.2 Medios y condiciones de cultivo. 
 
En condiciones normales, las células se cultivaron fotoheterotróficamente según lo 
descrito por Harris (1989) en luz continua (50-70 µE m-2 s-1) y a 25°C en agitación a 100 
rpm utilizando medio TAP (con acetato como fuente de carbono). Para el cultivo en 
medio sólido, se solidificó el medio TAP con una concentración de 12 g/l de agar 
(Bacto-agar, Difco). La esterilización de los medios se llevó a cabo mediante 
autoclavado a 120°C y una atmosfera de sobrepresión durante 20 minutos. 
Cuando fue necesario, células en fase de crecimiento exponencial (106 cel/ml) fueron 
tratadas con 5 µg/ml de tunicamicina (654380, Calbiochem) proveniente de un 
concentrado de 5 mg/ml en dimetilformamida, 2.5 mM de DTT (A2948, Applichem), 
1mM de peróxido de hidrógeno (H1009, Sigma-Aldrich), 1 µM de metilviológeno 
(85617-7, Sigma-Aldrich), 20 mM de norfluorazon (PS1044, Sigma-Aldrich), 5 ó 10 mM 
de GSH (G4251, Sigma-Aldrich), 2 mM de ascorbato (A5960-25G, Sigma Life Science), 1 
µg/ml d tapsigargina (SC-24017, Santa Cruz Biotechnology), de 15 a 150 µM de 
NiSO4·6H2O (K43334827, Millipore), de 50 a 150 µM de CoCl2·6H2O (A1033,0100  UN 
3077, Applichem), de 50 a 150 µM de CuSO4·5H2O (A1034,0500, Applichem), de 25 a 
150 µM de CdCl2 (202908-10g   Pcode: 1001378798, Sigma-Aldrich) o de 0.25 a 2 µM 




 Medio TAP: 20 ml/l de solución Beij 40X, 2.42 g/l de Tris, 1 mM de KPO4 pH 7 y 1 ml/l 
de solución de elementos traza. El pH se ajusta a 7 con ácido acético. 
 
 Solución Beij 40X: NH4Cl a 16 g/l, CaCl2·2H2O a 2 g/l y MgSO4·7H2O a 10 g/l. Se 
esteriliza en autoclave y se abre siempre en esterilidad para evitar su contaminación. 
 
 Solución de elementos traza: En 550 ml de H2O se disuelven en el orden indicado los 
siguientes compuestos: 11.4 g de H3BO3, 22 g de ZnSO4·7H2O, 5.06 g de MnCl2·4H2O, 
4.99 g de FeSO4·7H2O, 1.61 g de CoCl2·6H2O, 1.57 g de CuSO4·5H2O y 1.1 g de 
(NH4)Mo7O24·4H2O. Se calienta la mezcla a 100°C. Por otro lado, se disuelven 50 g de 
Na2-EDTA en 250 ml de H2O aportando calor y se añade a la primera solución. Se deja 
enfriar hasta 80-90°C y se ajusta el pH a 6.8 con KOH al 20 %. Se lleva el volumen hasta 
1 litro y se mantiene a temperatura ambiente durante 2 semanas. Se filtra antes de su 
uso. 
 
3.1.2 Escherichia coli. 
 
3.1.2.1 Estirpes utilizadas. 
 
La estirpe de E. coli utilizada en esta tesis para la clonación de fragmentos de DNA fue 
la estirpe DH5α (α F-, endA1, hsdR17 (mK+, rK-) supE44, thi-1, recA1, gyrA96, relA1, 
∆lacU169 (ϕ80-lacZ M15)) (HANAHAN, 1983) obtenida del servicio de cultivos del 
Instituto de Bioquímica Vegetal y Fotosíntesis. 
3.1.2.2 Medios y condiciones de cultivo. 
 
Para el crecimiento de E. coli se utilizó medio LB (Luria-Bertani). Para la preparación de 
medio sólido, se añadió agar a una concentración final de 15 g/l. Cuando fue necesario, 
el medio se suplementó con 100 µg/ml de ampicilina procedente de un concentrado a 
100 mg/ml en metanol. 
Los cultivos en medio líquido se mantuvieron en tubos o matraces Erlenmeyer de 
volumen cinco veces mayor al volumen de medio empleado, a una temperatura de 
37°C y a 200 rpm de agitación orbital continua, en un incubador New Brunswick 
Scientific modelo G25. El crecimiento en placas se realizó en estufas termostatizadas a 
37 °C. 






3.2 Métodos de biología molecular. 
 
3.2.1 Plásmidos y oligonucleótidos utilizados. 
 
Los plásmidos utilizados en la presente Tesis Doctoral, así como sus características más 




Plásmido de expresión en Chlamydomonas bajo el
promotor del gen psaD . Confiere resistencia a
paramomicina.
(Falciatore et al., 2005)
pPCYC6
Plásmido de expresión en Chlamydomonas bajo el
promotor del gen CYC6 . El promotor del gen CYC6 se
obtuvo mediante PCR usando los oligonucleótidos
PCYC65'XhoI y PCYC63'NdeI, y se clonó en las dianas
Xho I y Nde I de pSL18 sustituyendo al promotor del gen
psaD . Confiere resistencia a paramomicina.




Plásmido que expresa la proteína ATG8 de
Chlamydomonas marcada con Estreptavidina en su
extremo N-terminal bajo el promotor del gen CYC6 . El
gen ATG8 marcado se obtuvo sintéticamente y se
















Los oligonucleótidos utilizados en este trabajo para cuantificar expresión génica 
mediante RT-PCR cuantitativa, sus secuencias y referencias se detallan en la siguiente 
Tabla: 
 
Gen Oligonucleótido Secuencia Referencia
QPCR ATG3 5' CGAGTTCAAGGTCGAGCAGT
QPCR ATG3 3' CCACCCACAGACATGGTGTA
QPCR ATG8 5' TCCCCGATATCGACAAGAAG
QPCR ATG8 3' TGCGGATGACGTACACAAAT
QPCR CAL2 5' ACCCTGACTACGTCCACGAC
QPCR CAL2 3' GTCCTCAGCGAACTTCTTGG
QPCR ERO1 5' TGTCAACCTGCTCATCAACC
QPCR ERO1 3' CTGCTGCTGCTACTGCTGTC
QPCR PDI 5' GGTGTGGCTGGTTGAGTTCT
QPCR PDI 3' CTCTTTGGCGTCCTCACAGT
QPCR PDI 1A 5' CCAAGCGCTTTAAGAAGGTG
QPCR PDI 1A 3' GTAGGGAAGCCCTTGACCTC
QPCR GPXH 5' GCGGTCGCCAATAACCAAT
QPCR GPXH 3' AAGGGCTGTCCCGAAAGC
QPCR GSTS1 5' CAGAGGTGAAAGGCGGATAC
QPCR GSTS1 3' GTGTTGCAATGGACTTCAGC
QPCR CBLP 5' CTTCTCGCCCATGACCAC
QPCR CBLP 3' CCCACCAGGTTGTTCTTCAG
QPCR DAD1 5' AGGTTCTGGATGCGTTCCTA
QPCR DAD1 3' ACACAGTCAGGGCGAAGAAG
QPCR FKBP12 5' CTGACCATCAGCCACGACT
QPCR  FKKBP12 3' ACATCGAACACCAGGGTAGC
QPCR CYC6 5' GCTTCAAGGTGGAGAGCATC
QPCR CYC6 3' TAGTACTTCCAGGCGGCATC
QPCR STREP 5' CGCAGTTCGAAAAGGGTGCA





(Fischer et al., 2009)
(Fischer et al., 2012)


























3.2.2 Aislamiento de ácidos nucleicos. 
 
3.2.2.1 Aislamiento de DNA plasmídico de E. coli. 
 
Para el aislamiento de DNA plasmídico de E. coli a pequeña escala se utilizó el método 
de la lisis alcalina (Sambrook, 2012). Las células se rompieron con SDS (dodecilsulfato 
sódico) y NaOH, tras lo cual se eliminó el DNA cromosómico y las proteínas mediante 
precipitación con acetato potásico y centrifugación. Se precipitó el DNA plasmídico con 
etanol absoluto frío y acetato potásico. Después de centrifugar y dejar secar el pellet 
de DNA plasmídico, se resuspendió en agua destilada o tampón Tris-HCl 10 mM pH 8. 
Para eliminar el RNA se trató con RNAsa A de páncreas bovino (Sigma) durante 1h a 
37°C. 
Para obtener DNA plasmídico de alta calidad, bien para secuenciación o para 
transformación de E. coli o C. reinhardtii, se utilizaron distintos sistemas comerciales 
tales como “GFX Micro Plasmid Prep Kit” (GE Healthcare) o “Illustra plasmidPrep Midi 
Flow Kit” (GE Healthcare), según la cantidad de DNA a aislar. 
 
3.2.2.2 Aislamiento de RNA total de C. reinhardtii. 
 
Para el aislamiento de RNA total de células de C. reinhardtii, se centrifugaron a baja 
velocidad (4 min a 3000 g) 20 ml de cultivo en fase exponencial de crecimiento (106 
cel/ml). Se lavaron las células con 1 ml de tampón Tris-HCl 10 mM pH 8 y se guardaron 
los pellets a -80°C. Posteriormente, se resuspendieron en 0.5 ml de tampón de lisis y se 
sometieron a repetidas extracciones con fenol:cloroformo:isoamil alcohol (25:24:1). Se 
precipitó el RNA con LiCl a una concentración final de 2 M, a 4°C durante 
aproximadamente 16 h. Después volvió a precipitarse el RNA con 3 volúmenes de 
etanol absoluto en presencia de 0.3 M de NaAc pH 5.2, a -20°C durante 30 minutos. El 
precipitado de RNA se resuspendió en un volumen adecuado de agua tratada con 
DEPC. 
 Tampón de lisis: 600 mM de NaCl, 100 mM de Tris-HCl pH 8, 10 mM de EDTA pH 8 y 








3.2.3 Análisis de DNA. 
 
3.2.3.1 Electroforesis de DNA en geles de agarosa. 
 
La separación de fragmentos de DNA, bien para su análisis o bien para su posterior 
aislamiento, se realizó mediante electroforesis en geles de agarosa (Sambrook, 2012). 
Los geles se prepararon en tampón TBE 0.5X con una concentración de agarosa del 0.7 
al 1.5 %, según la longitud de los fragmentos de DNA. A las muestras a analizar se les 
añadió 1/10 de su volumen de tampón de carga. Las electroforesis se llevaron a cabo 
en aparatos Mini Sub Cell GT (Bio-Rad) en tampón TBE 0.5X. 
 Tampón TBE 1X: 90 mM de Tris-borato y 2 mM de EDTA pH 8. 
 
 Tampón de carga: azul de bromofenol al 0.25% (p/v), xileno-cianol FF al 0.25 % (p/v) y 
gliceol al 50 % en agua. 
 
3.2.3.2 Purificación de fragmentos de DNA. 
 
La purificación de fragmentos de DNA, procedentes de geles de agarosa o bien DNA en 
solución, se llevó a cabo mediante el sistema de purificación “GFX PCR and Gel Band 
Purification Kit” comercializado por GE Healthcare, siguiendo las instrucciones del 
fabricante.  
 
3.2.3.3 Manipulaciones enzimáticas del DNA. 
 
Las manipulaciones enzimáticas del DNA se llevaron a cabo según lo descrito en 
Sambrook 2012 y siguiendo las instrucciones de los distintos fabricantes.  
Las digestiones se realizaron con endonucleasas de restricción comercializadas por 
distintos fabricantes (New England Biolabs, Roche o Takara). Para eliminar el RNA de 
las preparaciones de DNA plasmídico, se añadió RNAsa A (Sigma) a las mezclas de las 
muestras con las correspondientes enzimas de restricción. 
La desfosforilación de los extremos de vectores abiertos con enzimas de restricción se 
realizó mediante tratamiento con fosfatasa alcalina (Roche). Las ligaciones de 





3.2.3.4 Amplificación de fragmentos de DNA mediante PCR. 
 
Las reacciones de PCR se llevaron a cabo de forma rutinaria con la polimerasa “Biotaq” 
de Bioline. Cuando fue necesario un alto grado de fidelidad, se utilizó la polimerasa 
“Herculase” de Stratagene. En todos los casos, las reacciones se llevaron a cabo en un 
termociclador “T-personal” de Biometra, siguiendo las instrucciones de los fabricantes. 
 
3.2.3.5 Secuenciación de DNA. 
 
La secuenciación de DNA se llevó a cabo por encargo al servicio de secuenciación 
comercial de MWG Operon Biotech (Alemania). 
 
3.2.4 Análisis de RNA. 
 
3.2.4.1 Electroforesis de RNA en geles de agarosa. 
 
La separación y visualización de fragmentos de RNA de C. reinhardtii se realizó 
mediante electroforesis en geles de agarosa (Sambrook, 2012). Los geles se prepararon 
en tampón TBE 0.5X con una concentración de agarosa del 0.7 %. A las muestras a 
analizar se les añadió 1/10 de su volumen de tampón de carga para RNA. Las 
electroforesis se llevaron a cabo en aparatos Mini Sub Cell GT (Bio-Rad) en tampón TBE 
0.5X. 
 
 Tampón TBE 1X: 90 mM de Tris-borato y 2 mM de EDTA pH 8. 
 
 Tampón de carga: azul de bromofenol al 0.25% (p/v), xileno-cianol FF al 0.25 % (p/v) y 




La síntesis de cDNA a partir de RNA de C. reinhardtii, para su posterior análisis 
mediante PCR cuantitativa, se realizó mediante el sistema comercial “SuperScript First-
Strand Synthesis System” de Invitrogen, siguiendo las instrucciones del fabricante para 
casos de alto contenido en GC: se emplearon 2 µg de RNA total, oligo dT y 100 




3.2.4.3 Cuantificación de cDNA mediante PCR cuantitativa. 
 
La PCR cuantitativa en tiempo real o qPCR se llevó a cabo para cuantificar la expresión 
génica a partir de cDNA de C. reinhardtii empleando en el sistema “StepOne Real-Time 
PCR” de Applied Biosystems o bien en el sistema “iCYCLER” de Bio-Rad. Las reacciones 
de PCR contenían 10 µl de “FastStart Universal SYBR Green Master” (04913850001, 
Roche), 1 µl de la reacción de retrotranscripción (cDNA), 250 nM de cada 
oligonucleótido y agua destilada hasta un volumen final de 20 µl. Cuando fue 
necesario, dependiendo del gen, se añadió 1 M de Betaína (Sigma) a la reacción. El 
programa de amplificación utilizado fue el siguiente: preincubación a 95°C durante 10 
min, seguida de 40 ciclos de desnaturalización a 95°C 15 s e hibridación+elongación a 
55-60°C (dependiendo del gen) durante 60 s. Como gen control de expresión 
constitutiva se utilizó el gen CBLP (Pootakham et al., 2010). Todas las reacciones se 
realizaron por triplicado. 
A continuación se detalla la temperatura de reacción utilizada para cada gen, así como 
la longitud del fragmento amplificado y si fue necesario el uso de Betaína: 
 
Gen Tª reacción (°C) Fragmento (pb) Betaína
ATG3 58 96 -
ATG8 58 75 -
CAL2 58 149 -
ERO1 55 150 1 M
PDI6 55 133 1 M
Rb60 58 94 -
GPXH 58 104 -
GSTS1 58 199 -
CBLP 55-60 100 Indiferente
DAD1 60 141 -
FKBP12 58 112 -
CYC6 60 145 -
STREPATG8 60 124 -  





3.2.4.4 Análisis transcriptómico. 
 
La secuenciación masiva de RNA de Chlamydomonas se llevó a cabo en colaboración 
con el laboratorio de la Dra. Sabeeha S. Merchant (University of California LA, EEUU) 
con objeto de identificar transcritos regulados por Ni2+ independientemente de CRR1. 
Para ello, se emplearon preparaciones de RNA total de la estirpe mutante crr1-2 y de la 
estirpe complementada en presencia o ausencia de 50 µM de Ni2+ durante 6 horas. Las 
muestras se secuenciaron en un sistema Illumina y se determinó la abundancia de los 
transcritos en términos de RPKM (Urzica et al., 2012). El análisis de expresión 
diferencial se realizó con el software DESeq (Anders and Huber, 2010), corrigiendo los 
valores P obtenidos con el método Benjamini-Hochberg (Benjamini and Hochberg, 
1995). Los patrones de expresión de los distintos genes se agruparon con el programa 
MVCluster.Seq.  
Se tuvieron en cuenta todos los transcritos cuya abundancia se consideró 
significativamente diferente por Cuffdiff (q<0.05) entre ausencia y presencia de Ni2+ y 
cuya abundancia fuese mayor o igual a 10 RPKM. De este conjunto, se generó la lista 
final de transcritos inducidos por Ni2+ independientemente de CRR1, identificando 
aquellos que no se expresaban de forma significativamente diferente por Cuffdiff 
(q>0.05) entre la estirpe mutante y complementada en presencia de Ni2+. Para 
comparar los datos obtenidos con la respuesta transcripcional a H2O2, se realinearon 
los transcritos obtenidos en (Urzica et al., 2012) usando la última versión del genoma 
de C. reinhardtii (v5) y se generó la lista de transcritos expresados de forma 
significativamente diferente entre 0 y 1 hora después de añadir 1 mM de H2O2. 
Para comparar la abundancia de transcritos en presencia de Ni2+ con estudios 
publicados anteriormente (tratamiento con rosa bengala, deficiencia de ClpP1, 
tratamiento con rapamicina, anoxia en oscuridad, tratamiento con Fe, presencia o 
ausencia de Cu y presencia o ausencia de Zn) se aplicó un límite mayor o igual a 10 
FPKMS/RPKMS  y una diferencia de expresión mayor o igual a 2. La lista de transcritos 
sobre-expresados que cumplían estos requisitos se comparó con la lista de transcritos 
sobre-expresados en presencia de Ni2+ que cumplían los mismos requisitos. El valor p 
se calculó usando R, con el comando sum(dhyper((q:m, k, 17301-k, m))), donde 
q=número de transcritos solapantes, m=número de transcritos cuya abundancia 
aumenta en el tratamiento con el que se compara, y k=número de transcritos cuya 
abundancia aumenta en el tratamiento con Ni2+. Se compararon todos los transcritos 






3.2.5 Introducción de DNA exógeno en organismos. 
 
3.2.5.1 Transformación de células de E. coli. 
 
Para transformar las células competentes de E. coli DH5α (HANAHAN, 1983) se empleó 
el método del choque térmico. Una alícuota de células se mezcló con el DNA 
plasmídico y se mantuvo en hielo durante 30 min. Se llevó la mezcla a 42°C durante 1 
min y 30 seg, y de nuevo se volvió a incubar en hielo durante 2 min. Se añadió 1 ml de 
medio LB y se incubó a 37°C durante 1 h. Finalmente, se sembraron las células en 
medio LB sólido suplementado con 100 µg/ml de ampicilina y se incubó a 37°C durante 
16 h. 
3.2.5.2 Transformación de células de C. reinhardtii. 
 
Para transformar las células de C. reinhardtii se empleó el método de la 
electroporación. Para ello, se utilizaron células en fase exponencial de crecimiento (106 
cél/ml) y se recogieron mediante centrifugación a baja velocidad (4 min a 3000 g). Se 
resuspendió en medio TAP+60 mM de sacarosa concentrando las células 100 veces. 
Para cada electroporación, se introdujeron 250 µl de concentrado de células  en una 
cubeta de electroporación con 0.4 cm de separación entre los electrodos, y se añadió 1 
µg del DNA transformante en un volumen de aproximadamente 10 µl. La cubeta con la 
mezcla de células y DNA transformante se mantuvo en hielo de 10 a 30 min, tras lo 
cual se realizó el pulso de electroporación con las siguientes condiciones: 800 V (2000 
V/cm) y 15 µF sin resistencia, usando un electroporador Equibio Easyjet Optima. 
Inmediatamente se transfirieron las células a un tubo Falcon con 10 ml de medio 
TAP+60 mM de sacarosa y se incubó durante 16 h a 25°C, en luz continua (50-70 µE m-2 
s-1) y a 30 rpm de agitación en un agitador “Inteli-Mixer RM-2L” de Sky Line. Se 
recogieron las células mediante centrifugación a baja velocidad y se resuspendieron en 
700 µl de medio TAP. Este volumen se sembró en placas de TAP sólido con 10 µg/ml de 
Paramomicina (Sigma), se incubaron a 25°C y en luz continua (50-70 µE m-2 s-1) hasta 









3.3 Métodos bioquímicos. 
 
3.3.1 Preparación de extractos celulares de C. reinhardtii. 
 
Para obtener extractos celulares de C. reinhardtii se recogió un volumen adecuado de 
cultivo en fase exponencial de crecimiento (106 cel/ml) mediante centrifugación a baja 
velocidad (4 min a 3000 g). Se lavaron las células con tampón Tris-HCl 50 mM pH 7.5 y 
se resuspendieron en un volumen adecuado del mismo tampón. La suspensión celular 
obtenida se sometió a dos ciclos consecutivos de congelación a -80°C durante al menos 
2 h y descongelación lenta a temperatura ambiente. Se separó el extracto soluble de la 
fracción insoluble mediante centrifugación a 15700 g durante 30 min a 4°C. 
 
3.3.2 Cuantificación de proteínas. 
 
La cuantificación de proteínas de los extractos de C. reinhardtii se realizó mediante el 
método de Bradford (BRADFORD, 1976), con el reactivo “Protein Assay Dye Reagent 
Concentrate” de Bio-Rad, siguiendo las instrucciones indicadas por el fabricante. 
 
3.3.3 Electroforesis unidimensional de proteínas en geles de poliacrilamida. 
 
La separación analítica de proteínas mediante electroforesis en condiciones 
desnaturalizantes se realizó en geles de poliacrilamida tal y como se encuentra 
descrito (Sambrook, 2012). Se usaron aparatos “Miniprotean” de Bio-Rad. La 
concentración de poliacrilamida (acrilamida:bisacrilamida 29:1) en los geles de 
separación fue del 15 % (v/v) para el análisis de la proteína ATG8 y del 12 % (v/v) para 
el análisis de la proteína FKBP12. Se añadió a las muestras a analizar 1/10 de su 
volumen de tampón de carga para proteínas y se desnaturalizó mediante 
calentamiento a 70°C durante 5 min. Como marcador de peso molecular se utilizó el 
patrón comercial “SeeBlue” de Invitrogen. 
 Gel de empaquetamiento: 117 mM de Tris-HCl pH 6.8, 3.7 % (v/v) de poliacrilamida, 
SDS al 0.1 % (p/v), APS al 0.14 % (p/v) y Temed al 0.2 % (v/v) en agua destilada 
purificada. 
 
 Gel de separación: 374 mM de Tris-HCl pH 8.8, poliacrilamida al 12 o 15 % (v/v), SDS al 
0.1 % (p/v), APS al 0.07 % (p/v) y Temed al 0.1 % (v/v) en agua destilada purificada. 
 





 Tampón de carga para proteínas: 125 mM de Tris-HCl pH 6.8, glicerol al 20 % (v/v), 
SDS al 4 % (p/v), 2-mercaptoetanol al 10 % (v/v) y azul de bromofenol al 0,005 % (p/v). 
 
3.3.4 Técnicas inmunológicas. 
 
3.3.4.1  Inmunodetección de proteínas mediante Western-blot. 
 
La detección específica de proteínas se realizó mediante Western-blot, usando la 
proteína FKBP12 como control de carga (Crespo et al., 2005). En primer lugar, se 
sometieron las muestras de proteínas a analizar a electroforesis unidimensional según 
se describe en el apartado 3.3.3, cargando 30 µg de proteína de cada muestra por 
carril. A continuación, las proteínas separadas por electroforesis se transfirieron a una 
membrana de nitrocelulosa de 0.45 µm (162-0115 de Bio-Rad o HATF00010 de 
Millipore). La transferencia se llevó a cabo con el sistema semi-húmedo “TE 77 PWR” 
de Amersham, siguiendo las instrucciones del fabricante.  
Una vez realizada la transferencia, las membranas se incubaron a temperatura 
ambiente en solución de bloqueo durante 1 h. Posteriormente, se incubaron con el 
anticuerpo primario (αATG8 1:2500 o αFKBP12 1:3000) diluido en solución de bloqueo 
durante 16 h a 4°C. A continuación se lavaron las membranas 4 veces durante 8 min 
con solución de lavado, y se incubaron con anticuerpo secundario anti-
inmunoglobulina G de conejo conjugado a peroxidasa (A6154, Sigma-Aldrich) diluido 
1:10000 en solución de bloqueo durante 1 h a temperatura ambiente. Tras nuevos 
lavados, finalmente se llevó a cabo la detección de las proteínas con sistemas 
comerciales (RPN2132 de GE Healthcare o WBLUR0500 de Millipore), siguiendo las 
instrucciones del fabricante. 
 Solución de bloqueo: leche en polvo desnatada (La Asturiana) al 5 % (p/v) y Tween 20 
(A4974, Applichem) al 0.1 % (v/v) en tampón PBS. 
 
 Solución de lavado: Tween 20 (A4974, Applichem) al 0.1 % (v/v) en tampón PBS. 
 








3.3.4.2  Inmunolocalización de proteínas mediante microscopía de fluorescencia y 
cuantificación de la señal. 
 
La localización celular de la proteína ATG8 se investigó mediante técnicas de 
microscopía de fluorescencia. Para ello, se inmovilizaron las células de 
Chlamydomonas a un portaobjetos tratado con poli-L-lisina durante 15-20 min. A 
continuación, las células se permeabilizaron y fijaron metabolitamente sumergiendo el 
portaobjetos en metanol frío (-20°C) durante 6 min. Una vez seco, se incubó con 
solución de bloqueo durante 1 h y seguidamente con el anticuerpo primario (αATG8 
policlonal purificado) diluido 500 veces en solución de bloqueo durante 3 h. Se lavaron 
las muestras 4 veces con solución de bloqueo y se incubaron con el anticuerpo 
secundario (anti-inmunoglobulina G de conejo conjugado a isotiocianato de 
fluoresceína, F4890 de Sigma-Aldrich) diluido 500 veces en solución de bloqueo 
durante 1 h. Posteriormente, se lavaron las muestras 4 veces con solución de lavado y 
se dejaron secar las células. Se aplicó una pequeña cantidad (3-5 µl) de “Fluor Safe 
Reagent” (Calbiochem) en cada pocillo y se selló con un cubreobjetos y laca de uñas 
como adhesivo.  
Las muestras se observaron en un microscopio DM6000B (Leica) con cámara ORCA-ER 
(Hamamatsu) y se procesaron con el software LasAF (Leica Application Suite Advanced 
Fluorescence) de Leica. Para el análisis comparativo entre distintas muestras se utilizó 
el mismo tiempo de adquisición. La inmunofluorescencia de células individuales se 
cuantificó usando el software ImageJ. 
 Solución de bloqueo: BSA al 1 % (p/v) en tampón PBS. 
 
 Solución de lavado: Tampón PBS: 136 mM de NaCl, 2.7 mM de KCl,  10 mM de 
Na2HPO4 y 9 mM de KH2PO4. 
 
3.3.5 Cuantificación de glutatión oxidado y reducido. 
 
Para cuantificar la cantidad de glutatión oxidado (GSSG) y reducido (GSH) de cada 
muestra a analizar, se recogieron las células mediante centrifugación a baja velocidad 
(4 min a 3000 g). Se lavaron las células con tampón fosfato sódico 50 mM pH 7.5 y se 
resuspendieron en 0.2 N de HCl. Se rompieron las células mediante dos ciclos 
consecutivos de congelación a -80°C durante al menos 2 h y descongelación lenta a 
temperatura ambiente. Se obtuvieron los extractos crudos por centrifugación en frío 
(4°C) a 15000 g durante 20 min. Se neutralizaron 500 µl de la muestra añadiendo 50 µl 
de NaH2PO4 50 mM pH 7.5 y 0.2 N de NaOH hasta llegar a un pH de entre 5 y 6. La 
muestra neutralizada se utilizó para medir la cantidad total de glutatión (GSH+GSSG) 
por el método de Tietze (Tietze, 1969) adaptado por Queval y Noctor (Queval and 
Noctor, 2007), que se basa en la reducción por GSH de DTNB (ácido 5,5’-ditiobis(2-
nitro-benzoico), D8130 de Sigma-Aldrich). El glutatión oxidado se midió después de 
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tratar la muestra neutralizada con 4-vinilpiridina 10 mM (V320-4, Sigma-Aldrich) 
durante 30 min a 25°C. Para eliminar el exceso de 4-vinilpiridina, la muestra 
derivatizada se centrifugó 2 veces en frío (4°C) a 15000 g durante 20 min. 
Para cuantificar el glutatión total o el glutatión oxidado, se añadió a la muestra a medir 
una mezcla que contenía 120 mM de NaH2PO4 pH 7.5, 300 µM de DTNB, 500 µM de 
NADPH, 1 mM de EDTA pH 8 y 1 u/ml de glutatión reductasa (G3664, Sigma-Aldrich). 
La reducción de DTNB se midió a 412 nm. Se usaron distintas concentraciones de GSH 
(G4251, Sigma-Aldrich) desde 0 a 5 µM como referencias. 
 
3.4 Ensayos celulares. 
 
3.4.1 Determinación de la concentración celular en cámara de Neubauer. 
 
La determinación de la concentración celular en cultivos de C. reinhardtii para definir la 
fase de crecimiento se realizó mediante contaje en cámara de Neubauer. Se diluyó el 
cultivo hasta que el número de células a contar en cada campo fuese entre 30 y 300. 
Para fijar las células e impedir su movimiento, se utilizó iodina a una concentración 
final del 0.03%. Las células fueron visualizadas con un microscopio óptico (Leica) 
utilizando el campo claro. Se contaron las células de todos los campos de la cámara de 
Neubauer, y para determinar la concentración celular se aplicó la siguiente fórmula: 
(nº total de células/16)·FD·5·1000=células/ml 
 
nº total de células: suma de las células de todos los campos 
FD: factor de dilución aplicado al cultivo 
 
3.4.2 Determinación de la viabilidad celular. 
 
Para determinar la viabilidad celular se utilizó el colorante Evans Blue (E2129, Sigma-
Aldrich), que sólo tiñe las células no viables mientras que las células viables excluyen el 
colorante. Se incubaron 450 µl de cultivo con una concentración de Evans Blue del 0.1 
% (p/v) durante 5 min. Se lavaron las células con medio TAP para eliminar el exceso de 
colorante y se resuspendió en el mismo volumen que el cultivo inicial con medio TAP. 
Se visualizaron las células en un microscopio de contraste de fases y se cuantificó la 
cantidad de células vivas y muertas del cultivo. 
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4 COPIA DE LAS PUBLICACIONES 
 
4.1 Oxidative Stress Contributes to Autophagy Induction in Response to 
Endoplasmic Reticulum Stress in Chlamydomonas reinhardtii. 
 
REFERENCIA COMPLETA: 
Pérez-Martín M, Pérez-Pérez ME, Lemaire SD, Crespo JL. Oxidative stress contributes 
to autophagy induction in response to endoplasmic reticulum stress in 

















































































4.2 Activation of Autophagy by Metals in Chlamydomonas reinhardtii. 
 
REFERENCIA COMPLETA: 
Pérez-Martín M, Blaby-Haas CE, Pérez-Pérez ME, Andrés-Garrido A, Blaby IK, Merchant 
SS, Crespo JL. Activation of Autophagy by Metals in Chlamydomonas reinhardtii. 










































































































5 RESUMEN GLOBAL DE LOS RESULTADOS 
 
5.1 El estrés en el retículo endoplasmático activa la  autofagia en Chlamydomonas.  
 
En la presente Tesis doctoral se ha demostrado que el estrés en el retículo 
endoplasmático induce fuertemente la autofagia en Chlamydomonas. Para ello, se han 
empleado distintos agentes inductores de estrés en el retículo endoplasmático, y se ha 
analizado la inducción de la autofagia mediante distintos métodos. 
En primer lugar, se han identificado marcadores de estrés en el retículo 
endoplasmático en Chlamydomonas: CAL2, ERO1, PDI6 y Rb60. CAL2, que ya ha sido 
utilizado como marcador de estrés en el retículo endoplasmático en Arabidopsis 
(Martinez, 2003), codifica para la chaperona Calreticulina 2, localizada en el retículo 
endoplasmático. La Oxidoreductasa del retículo endoplasmático ERO1, que no 
descritota sido descrita anteriormente en algas,  participa en la formación de los 
puentes disulfuro dentro del orgánulo, regenerando la forma activa de las enzimas PDI 
(Frand and Kaiser, 1999; Ozgur et al., 2014). Rb60 ha sido descrita anteriormente en 
Chlamydomonas, donde se localiza tanto en el retículo endoplasmático como en el 
cloroplasto (Levitan et al., 2005). En esta Tesis se identifica una nueva enzima PDI en 
Chlamydomonas, que denominamos PDI6. Se comprueba que contiene un dominio J 
en su extremo N-terminal, que se encuentra conservado en enzimas del retículo 
implicadas en el reconocimiento de proteínas no plegadas correctamente (Schroda, 
2004). 
Se ha demostrado que los genes CAL2, ERO1 y PDI6 se encuentran conservados en 
Chlamydomonas, y que pueden ser empleados como marcadores de estrés en el 
retículo endoplasmático en este organismo modelo. La transcripción de estos genes se 
induce fuertemente cuando las células están sometidas a estrés en el retículo 
endoplasmático, pero no ante otros tipos de estrés, tales como el estrés oxidativo 
provocado por peróxido de hidrógeno, metilviológeno o norfluorazon. 
Como inductor de estrés en el retículo endoplasmático, se ha empleado la 
tunicamicina, un antibiótico que inhibe la N-glicosilación de las proteínas en dicho 
orgánulo (Hori and Elbein, 1981; Leavitt et al., 1997; Schneider et al., 1978), 
provocando una acumulación de proteínas con plegamiento incorrecto y, por tanto, 
estrés en el retículo endoplasmático. Se ha demostrado que la tunicamicina induce 
estrés en el retículo endoplasmático de Chlamydomonas, ya que activa la expresión de 
los marcadores de estrés en el retículo CAL2, ERO1, PDI6 y Rb60.  
La tunicamicina activa además el proceso de autofagia en esta microalga. En estudios 
anteriores, se demostró que la tunicamicina provoca la acumulación de la proteína 
ATG8 y la aparición de formas lipidadas de dicha proteína, además de cambiar 
drásticamente su localización celular (Perez-Perez et al., 2010). En esta Tesis se ha 
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demostrado que la tunicamicina además induce transcripcionalmente los genes ATG3 y 
ATG8 de Chlamydomonas. El gen ATG8 es, como se ha explicado anteriormente, un 
marcador celular y molecular de la autofagia. La proteína ATG8 es esencial para la 
autofagia, se asocia a la membrana del autofagosoma y participa en su formación y 
expansión (Yang and Klionsky, 2009). ATG3 es una enzima tipo E2 que participa en la 
lipidación de ATG8 (Nakatogawa et al., 2009) y que es necesaria para que ATG8 pueda 
asociarse a la membrana del autofagosoma. 
La tapsigargina también ha sido empleada como inductor de estrés en el retículo 
endoplasmático en mamíferos (Waser et al., 1997). La tapsigargina es una lactona que 
actúa inhibiendo las ATPasas de Ca2+ del retículo endoplasmático (Lytton et al., 1991; 
Thastrup et al., 1990), lo que origina un estrés al disminuir los niveles de Ca2+ dentro 
del orgánulo. En este trabajo se ha demostrado que la tapsigargina genera estrés en el 
retículo endoplasmático de Chlamydomonas, ya que induce la expresión de los 
marcadores de estrés en el retículo endoplasmático ERO1 y PDI6 con igual magnitud 
que la tunicamicina. Además, se ha observado que esta droga, al igual que la 
tunicamicina, induce la expresión del gen ATG8 en Chlamydomonas y aumenta los 
niveles de dicha proteína así como su maduración, por lo que se concluye que la 
tapsigargina activa la autofagia en esta microalga. 
Por último, se ha demostrado que el ditiotreitol o DTT induce estrés en el retículo 
endoplasmático y activa la autofagia en Chlamydomonas. El DTT es un potente agente 
reductor que, al reducir los puentes disulfuro de las proteínas que se encuentran en 
fase de plegamiento dentro del retículo endoplasmático, genera una acumulación de 
proteínas plegadas incorrectamente y por tanto estrés en dicho orgánulo (Lodish and 
Kong, 1993). En esta Tesis Doctoral, se ha demostrado que el DTT induce los 
marcadores de estrés en el retículo endoplasmático CAL2, ERO1, PDI6 y Rb60 de 
Chlamydomonas. Por otra parte, también se ha observado que el DTT activa la 
expresión del gen ATG8 y aumenta los niveles de dicha proteína y de su forma lipidada. 
Además, se ha demostrado por técnicas de microscopía de fluorescencia que el DTT 
cambia drásticamente la distribución celular de ATG8, detectándose dicha proteína en 
múltiples puntos aparentemente localizados fuera del cloroplasto. En conjunto, estos 
resultados indican que el DTT induce la autofagia en Chlamydomonas. 
 
5.2 El estrés en el retículo endoplasmático induce estrés oxidativo en 
Chlamydomonas. 
 
Se ha demostrado que el estrés en el retículo endoplasmático da lugar a estrés 
oxidativo en Chlamydomonas. La tunicamicina, que como ya se ha mencionado genera 
estrés en el retículo endoplasmático, induce la expresión de los marcadores de estrés 
oxidativo GSTS1 y GPXH. Las enzimas GSTS1 (Glutatión S-Transferasa 1) y GPXH 
(Glutatión Peroxidasa) participan en la síntesis de glutatión (GSH), péptido muy 
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abundante en células fotosintéticas y con una gran capacidad antioxidante (Noctor et 
al., 2012). El hecho de que la tunicamicina induzca la expresión de estos genes indica 
que las células se encuentran ante una situación de estrés oxidativo y necesitan 
sintetizar GSH para combatir dicho estrés. 
Para confirmar este resultado, se determinaron los niveles de glutatión oxidado (GSSG) 
y reducido (GSH) en células tratadas con tunicamicina. Nuestros resultados 
demuestran que la tunicamicina provoca una disminución de los niveles de glutatión 
reducido y un aumento de los niveles de glutatión oxidado en las células, es decir, 
disminuye el ratio GSH/GSSG, que es un indicativo de estrés oxidativo (Noctor and 
Foyer, 1998). 
Por otro lado, el DTT (inductor de estrés en el retículo endoplasmático) también 
genera estrés oxidativo, ya que al igual que la tunicamicina induce la expresión de los 
marcadores de estrés oxidativo GSTS1 y GPXH. En el interior del retículo 
endoplasmático, la enzima PDI cataliza la formación de los puentes disulfuro, en un 
ciclo en el que la forma oxidada de dicha enzima se reduce generando un puente 
disulfuro, y tiene que volver a regenerarse su forma oxidada para mantener su 
actividad. La oxidoreductasa ERO1 se encarga de regenerar la forma oxidada de PDI, 
reduciendo una molécula de oxígeno por cada puente disulfuro y generando así agua 
oxigenada en la reacción global (Appenzeller-Herzog, 2011; Tu and Weissman, 2004). 
El DTT actúa en el retículo endoplasmático reduciendo los puentes disulfuro generados 
por PDI. De este modo, los puentes disulfuro vuelven a generarse una y otra vez, 
produciendo mayor cantidad de agua oxigenada y, por tanto, estrés oxidativo. 
No obstante, cabe destacar que la inducción de estrés oxidativo por parte del DTT no 
puede deberse únicamente a su efecto sobre el retículo endoplasmático, ya que por su 
naturaleza como agente reductor el DTT afecta a múltiples compartimentos celulares. 
Es decir, el DTT no provoca daños exclusivamente en el retículo endoplasmático, 
mientras que la tunicamicina sí es específica de dicho orgánulo. 
 
5.3 El estrés oxidativo participa como inductor de la autofagia en respuesta a 
estrés en el retículo endoplasmático en Chlamydomonas. 
 
En la presente Tesis se ha demostrado que el estrés oxidativo actúa como inductor de 
la autofagia en respuesta a otros tipos de estrés, tales como el estrés en el retículo 
endoplasmático o la toxicidad generada por metales pesados. La hipótesis de que ROS 
puede actuar como molécula señalizadora en la inducción de autofagia ha sido 
anteriormente propuesta en mamíferos (Scherz-Shouval and Elazar, 2007, 2011; 
Scherz-Shouval et al., 2007). Por tanto, los resultados obtenidos en esta Tesis indican 




Por un lado, se ha demostrado que el GSH, antioxidante encargado de mantener el 
estado redox celular, suprime parcialmente la autofagia inducida por estrés en el 
retículo endoplasmático. Al tratar células de Chlamydomonas con tunicamicina y GSH, 
se ha comprobado que el GSH es capaz de suprimir parcialmente el aumento en los 
niveles de transcrito del gen ATG8 y en la acumulación de dicha proteína. Estos 
resultados indican que la presencia de GSH inhibe la autofagia inducida por 
tunicamicina, a pesar de que se mantiene el estrés en el retículo endoplasmático, ya 
que los marcadores de estrés en el retículo PDI6, CAL2, ERO1 y Rb60 se expresan de 
forma similar a como lo hacen en células tratadas sólo con tunicamicina.  
En concordancia con estos resultados, se ha observado que el GSH disminuye la 
toxicidad de la tunicamicina, aumentando significativamente la viabilidad en células 
tratadas con esta droga tanto en medio sólido como en medio líquido. Nuestros 
resultados demuestran que la tunicamicina induce la expresión del marcador de 
muerte celular DAD1 (Defender Against Death 1) (Moharikar et al., 2007), pero al 
tratar simultáneamente las células con tunicamicina y GSH la expresión de dicho 
marcador disminuye de forma significativa, lo que confirma que el GSH favorece la 
supervivencia en células tratadas con tunicamicina. 
Con objeto de estudiar en más detalle la conexión entre el estrés oxidativo y la 
inducción de autofagia, se ha estudiado el efecto que provoca la tunicamicina en el 
mutante sor1. El gen SOR1 de Chlamydomonas codifica para un factor transcripcional 
que parece regular la expresión de muchos genes implicados en la respuesta a estrés 
oxidativo y su mutación confiere una mayor resistencia a estrés oxidativo, sobre todo a 
singlete de oxígeno (Fischer et al., 2012). En concordancia con estas observaciones, 
nuestros resultados indican que este mutante presenta unos niveles de transcrito del 
gen GSTS1 significativamente mayores que la estirpe silvestre, niveles que aumentan 
aún más al tratar las células con tunicamicina. Además, se ha observado que la 
tunicamicina genera una mayor activación de la autofagia en el mutante sor1, ya que 
en comparación con la estirpe silvestre presenta unos niveles de transcrito del gen 
ATG8 más elevados, una mayor acumulación de proteína ATG8 y una mayor 
abundancia de la forma lipidada. Todos estos resultados sugieren una conexión entre 
la respuesta a estrés oxidativo con la correcta regulación de la autofagia en 
Chlamydomonas. 
Por otro lado, se ha estudiado si la adición de GSH exógeno es capaz de suprimir la 
autofagia generada por otros inductores de estrés en el retículo endoplasmático. Con 
este fin, se trataron células de Chlamydomonas con DTT y GSH simultáneamente y se 
ha comprobado que el GSH disminuye la transcripción del gen ATG8, aunque también 
es capaz de disminuir la expresión de los genes PDI6, CAL2, ERO1 y Rb60. Por tanto, en 
base a estos resultados concluimos que el GSH suprime el efecto del DTT sobre el 





5.4 La toxicidad inducida por metales pesados activa la autofagia en 
Chlamydomonas. 
 
En la presente Tesis se ha demostrado que la toxicidad inducida por algunos metales 
pesados activa la autofagia en Chlamydomonas. En concreto, Ni2+, Co2+ y Cu2+ inducen 
la autofagia, ya que conducen a activación transcripcional de ATG8, acumulación de 
dicha proteína y aparición de su forma lipidada, así como a cambios en la distribución 
celular de ATG8, que muestra un patrón de localización en un número variable de 
puntos en presencia de dichos metales.  
En el caso del Ni2+, se detectó inducción de autofagia a partir de una concentración de 
50 µM, que aumentaba proporcionalmente al aumentar la concentración de metal 
hasta 150 µM, que es la concentración que induce la autofagia más fuertemente. 
Previamente, se ha demostrado que estas concentraciones de Ni2+ afectan a la 
viabilidad celular de Chlamydomonas (Zheng et al., 2013). Además, se observó una 
estrecha correlación entre la concentración de metal en el medio y la intensidad en la 
señal de inmunofluorescencia de ATG8, así como en el número de puntos por célula. 
En cambio, Co2+ y Cu2+ muestran efectos importantes sobre ATG8 a una alta 
concentración, 150 µM en ambos casos. 
Además, se ha demostrado que la inducción de autofagia por Ni2+ es independiente del 
factor de transcripción CRR1. Este factor regula la expresión de genes de respuesta a 
Ni2+ y Cu2+ (Sommer et al., 2010), por lo que se estudió su posible implicación en la 
inducción de genes de autofagia en respuesta a Ni2+. Para ello, se empleó el mutante 
crr1 de Chlamydomonas, que presenta una mutación que impide la expresión de dicho 
factor de transcripción (Eriksson et al., 2004; Quinn et al., 2003). Nuestros resultados 
demuestran que el Ni2+ induce transcripcionalmente el gen ATG8 en el mutante crr1, 
que además presenta un nivel basal de mRNA para este gen mayor que la estirpe 
silvestre. También se observó un aumento en los niveles de proteína ATG8 y de su 
forma lipidada  en el mutante crr1 en presencia de Ni2+, aunque esta acumulación 
ocurre antes en el mutante crr1 que en la estirpe silvestre. 
La inducción de autofagia por Ni2+ no parece que ocurra vía estrés en el retículo 
endoplasmático, ya que la presencia de altas concentraciones de este metal no activa 
los marcadores  de estrés en dicho orgánulo ERO1 y PDI6. Por otra parte, con el fin de 
poder comparar la inducción de autofagia por Ni2+ con la inducción por estrés en el 
retículo endoplasmático, se ha generado un mutante que expresa la proteína ATG8 
marcada con Estreptavidina (SATG8) bajo el promotor del gen del citocromo c6 (CYC6). 
Este promotor se induce en presencia de Ni2+ y se reprime en presencia de 
Cu2+(Sommer et al., 2010). Nuestros resultados demuestran que el Ni2+ y el DTT, pero 
no la tunicamicina, inducen tanto la transcripción como la expresión de SATG8 en estas 
células. Además, se ha demostrado que el DTT activa la expresión del gen CYC6 en 
Chlamydomonas, lo que indica que el DTT no actúa únicamente en el retículo 
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endoplasmático sino que causa daños celulares en distintos compartimentos, como 
cabe esperar de un compuesto que reduce puentes disulfuro de forma inespecífica. 
No obstante, se ha demostrado que no todos los metales inducen la autofagia. En esta 
Tesis se ha comprobado que el Cd2+ y el Hg2+ no son capaces de activar dicho proceso 
degradativo en Chlamydomonas. Estos metales no generan ningún efecto sobre el 
marcador de autofagia ATG8: no inducen el gen transcripcionalmente y no aumentan 
los niveles de proteína, ni se observan cambios en su distribución celular. A pesar de 
ser metales sumamente tóxicos que sí inducen la autofagia en organismos no 
fotosintéticos (Son et al., 2011; Vergilio et al., 2015), nuestros resultados indican que el 
Cd2+ y el Hg2+ no activan dicho proceso en Chlamydomonas. 
 
5.5 El exceso de Ni2+ induce estrés oxidativo en Chlamydomonas. 
 
Los experimentos llevados a cabo en esta Tesis indican que elevadas concentraciones 
de Ni2+ generan estrés oxidativo en Chlamydomonas. La presencia de este metal en el 
medio induce fuertemente la transcripción de los marcadores de estrés oxidativo 
GSTS1 y GPXH, lo que sugiere que las células de Chlamydomonas tratadas con Ni2+ 
sufren estrés oxidativo.  
Por otra parte, se ha realizado un análisis transcriptómico de células tratadas con una 
concentración moderada (50 µM) de Ni2+, con objeto de determinar la respuesta 
primaria de las células a dicho metal. Para ello, y teniendo en cuenta que la inducción 
de autofagia por Ni2+ es independiente de CRR1, se ha analizado el transcriptoma del 
mutante crr1 y de la estirpe complementada en presencia de Ni2+. Se han identificado 
336 genes cuyos transcritos se inducen en ambas estirpes. De ellos, 275 genes no 
presentan una expresión significativamente distinta entre las dos estirpes, por lo que 
se considera este conjunto de genes como el transcriptoma de respuesta a Ni2+ 
independiente de CRR1. 
Dentro de este subtranscriptoma, el 25% de los transcritos sobre-expresados 
corresponden a genes relacionados con vías degradativas. Entre ellos, se encuentran 
los genes de autofagia ATG3 y ATG8, lo que confirma que el exceso de Ni2+ tiene un 
efecto positivo sobre el proceso de autofagia. Además de estos genes ATG, en este 
grupo también aparecen genes que codifican para subunidades del proteasoma, 
proteasas y genes asociados a degradación dependiente de ubiquitina. Por otro lado, 
se ha comparado el transcriptoma de respuesta a Ni2+ con el de respuesta a H2O2, y se 
ha encontrado que ambos transcriptomas comparten un 80% de los genes sobre-
expresados, reforzando de esta forma la hipótesis de que el Ni2+ causa estrés oxidativo 
en Chlamydomonas. 
Finalmente, para estudiar en más detalle el efecto del Ni2+ en Chlamydomonas, 
también se ha comparado el transcriptoma de respuesta a Ni2+ con el de respuesta a 
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otras condiciones de estrés: eliminación de la proteasa del cloroplasto ClpP1, 
tratamiento con rapamicina, tratamiento con rosa bengal que induce la formación de 
oxígeno singlete, anoxia en oscuridad, y carencia de Fe2+, Cu2+ o Zn2+. El transcriptoma 
de respuesta a Ni2+ presenta un solapamiento más significativo con los transcriptomas 
de respuesta a rapamicina o deleción de ClpP1, condiciones que han sido demostradas 
anteriormente como inductoras de autofagia en Chlamydomonas (Perez-Perez et al., 
2010; Ramundo et al., 2014). 
 
5.6 El estrés oxidativo participa como inductor de la autofagia en respuesta a la 
toxicidad generada por Ni2+. 
 
En la presente Tesis se ha demostrado que el efecto del Ni2+ en la regulación de la 
autofagia en Chlamydomonas es debida en parte al estrés oxidativo que se genera 
como consecuencia de los altos niveles de dicho metal.  
Con objeto de investigar si el estrés oxidativo juega algún papel en la regulación de la 
autofagia por Ni2+, se trataron células de Chlamydomonas con Ni2+ y el antioxidante N-
acetil cisteína (NAC) simultáneamente. Los resultados obtenidos indicaron que la 
presencia de NAC impidió la  inducción de GSTS1 por Ni2+, como cabe esperar por las 
propiedades antioxidantes de la NAC. Además, y de forma proporcional, se observó 
una disminución en el efecto del Ni2+ sobre ATG8, tanto a nivel transcripcional como 
de proteína. Es decir, la reducción de estrés oxidativo hace que disminuya la inducción 
de autofagia por Ni2+, lo que demuestra que el estrés oxidativo está implicado en la 














En la presente Tesis Doctoral se demuestra que el estrés oxidativo, provocado por 
estreses tan distintos como el estrés en el retículo endoplasmático o la toxicidad 
inducida por metales pesados, participa en la inducción de  autofagia en 
Chlamydomonas. Se ha demostrado en distintos modelos que el estrés oxidativo es un 
regulador positivo de la autofagia (Malaviya et al., 2014; Moore, 2014; Perez-Perez et 
al., 2012; Xiong et al., 2007). Sin embargo, los mecanismos que controlan la autofagia 
en respuesta a este tipo de estrés son en la actualidad poco conocidos. A continuación 
se discuten los resultados obtenidos en la presente Tesis, que sugieren una conexión 
entre ROS y autofagia en organismos fotosintéticos. 
 
6.1 Inducción de autofagia por estrés en el retículo endoplasmático en 
Chlamydomonas. 
 
En la presente Tesis se ha identificado un marcador de estrés en el retículo 
endoplasmático en Chlamydomonas: CAL2 (Calreticulina-2), que se sobre-expresa al 
tratar las células con los agentes inductores de estrés en el retículo endoplasmático 
tunicamicina, DTT y tapsigargina.  Este gen codifica para una chaperona del retículo 
endoplasmático (Nomura et al., 2011) que participa en la regulación de la homeostasis 
del Ca2+, y que se encuentra altamente conservada en organismos eucariotas (Qiu et 
al., 2012). Los resultados obtenidos demuestran que el gen CAL2 se encuentra también 
conservado en microalgas y que puede utilizarse como marcador de estrés en el 
retículo endoplasmático. 
El estrés en el retículo endoplasmático induce la autofagia, desde levaduras (Yorimitsu 
et al., 2006) hasta mamíferos (Ogata et al., 2006) y plantas (Pu and Bassham, 2013). 
Los resultados obtenidos en esta Tesis demuestran que el estrés en el retículo 
endoplasmático, generado por distintos agentes, también provoca una activación de la 
autofagia en Chlamydomonas. Tanto la tunicamicina, como el DTT y la tapsigargina 
inducen la transcripción del gen ATG8, la acumulación de proteína ATG8 y la aparición 
de sus formas lipidadas, lo cual indica que la autofagia se encuentra activa. 
La autofagia forma parte de la respuesta a estrés en el retículo endoplasmático en 
células eucariotas (Ding et al., 2007; Liu and Bassham, 2013). En mamíferos, se ha 
demostrado que la autofagia juega un papel importante en la supervivencia celular 
ante estrés en el retículo endoplasmático (Ogata et al., 2006). Se considera que una de 
las principales funciones de la autofagia es contrarrestar la expansión que sufre el 
retículo endoplasmático durante la UPR (Unfolded Protein Response) (Bernales et al., 
2006). Además, la autofagia también participa en la degradación de proteínas no 
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plegadas correctamente que se acumulan en el retículo endoplasmático (Ishida et al., 
2009). 
 
6.2 Inducción de estrés oxidativo por estrés en el retículo endoplasmático en 
Chlamydomonas. 
 
El estrés en el retículo endoplasmático se encuentra íntimamente ligado al estrés 
oxidativo. De hecho, un estudio realizado en plantas demuestra que el estrés en el 
retículo endoplasmático induce la producción de ROS, regula la respuesta antioxidante 
y cambia el estado redox de las plantas (Ozgur et al., 2014). Es posible que la autofagia 
participe en la eliminación del estrés oxidativo que se genera como consecuencia del 
estrés en el propio retículo endoplasmático. 
Los resultados de esta Tesis confirman que el estrés en el retículo endoplasmático 
provoca estrés oxidativo en Chlamydomonas, ya que tanto la tunicamicina como el DTT 
inducen la transcripción de los marcadores de estrés oxidativo GSTS1 y GPXH. Además, 
la tunicamicina provoca una disminución de los niveles celulares de GSH (glutatión 
reducido) y un aumento de los niveles de GSSG (glutatión oxidado), lo que indica que 
las células están sometidas a estrés oxidativo. 
El plegamiento proteico dentro del retículo endoplasmático es posible gracias al 
ambiente altamente oxidante que existe dentro de dicho orgánulo (Tu and Weissman, 
2004). Además, el propio plegamiento proteico genera estrés oxidativo en las células 
ya que la formación de los puentes disulfuro provoca la síntesis de H2O2 por parte de 
ERO1 (Delaunay-Moisan and Appenzeller-Herzog, 2015).  
Como ya se ha explicado en la Introducción, la enzima PDI se encarga de catalizar la 
formación de los puentes disulfuro reduciéndose a sí misma (Benham et al., 2013). Por 
ello, necesita regenerar su forma oxidada para poder mantener su actividad. ERO1 
oxida a PDI, transfiriendo los electrones al oxígeno y generando por tanto H2O2 (Ozgur 
et al., 2014; Tu and Weissman, 2004). Además de esto, ERO1 cataliza la formación de 
GSSG dentro del retículo endoplasmático (Appenzeller-Herzog, 2011), lo que reduce el 
ratio GSH/GSSG. Así, la proteína ERO1 contribuye a mantener el ambiente oxidante 
necesario para el plegamiento proteico del retículo endoplasmático (Haynes et al., 
2004; Pagani et al., 2000).   
Los genes tanto de ERO1 como de PDI se encuentran muy conservados entre especies 
(Aller and Meyer, 2013; Filonova et al., 2013; Lemaire and Miginiac-Maslow, 2004; 
Onda and Kobori, 2014). En esta Tesis, se han identificado en Chlamydomonas el gen 
ERO1 y dos genes PDI: Rb60 y PDI6. Rb60 es una PDI atípica con una localización dual: 
cloroplasto y retículo endoplasmático (Levitan et al., 2005). Dentro del cloroplasto 
forma parte de un complejo que regula la traducción (Danon and Mayfield, 1991),  
mientras que en el retículo endoplasmático probablemente actúa como otras PDI. La 
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presencia de estos genes en Chlamydomonas demuestra que los mecanismos de 
plegamiento proteico descritos en otros organismos se encuentran conservados en 
microalgas. 
Los genes ERO1 y PDI se inducen durante la respuesta UPR (Pagani et al., 2000), para 
responder a la demanda de plegamiento proteico. En esta Tesis se ha demostrado que 
el estrés en el retículo endoplasmático provocado por tunicamicina, DTT o tapsigargina 
induce los genes ERO1, Rb60 y PDI6 de Chlamydomonas. Esto sugiere que el 
funcionamiento de la respuesta UPR se encuentra conservado en microalgas. Además, 
demuestra que estos genes también pueden utilizarse como marcadores de estrés en 
el retículo endoplasmático.  
Por otro lado, la inducción de ERO1, Rb60 y PDI6 es un indicativo adicional de que se 
está generando estrés oxidativo en la célula, ya que se sabe que estas proteínas 
contribuyen a generar ROS en situaciones de estrés en el retículo endoplasmático 
(Haynes et al., 2004). No obstante, no puede descartarse que haya otras fuentes de 
ROS en respuesta a estrés en el retículo endoplasmático, como las mitocondrias 
(Scherz-Shouval and Elazar, 2007, 2011) o las NADPH oxidasas (Sciarretta et al., 2015). 
 
6.3 Estrés oxidativo como inductor de autofagia en respuesta a estrés en el retículo 
endoplasmático. 
 
En esta Tesis, se ha demostrado que el antioxidante GSH disminuye la activación de la 
autofagia en células de Chlamydomonas sometidas a estrés en el retículo 
endoplasmático. El GSH disminuye tanto la transcripción como la cantidad de proteína 
ATG8, aunque se mantienen los niveles de estrés en el retículo endoplasmático, ya que 
la transcripción de marcadores de estrés en dicho orgánulo no disminuye. La adición 
de GSH debe restaurar el ratio GSH/GSSG y, por tanto, aliviar el estrés oxidativo. Estos 
resultados indican que la activación de autofagia en respuesta a estrés en el retículo 











Figura 19: Inducción de autofagia por estrés en el retículo endoplasmático en Chlamydomonas. 
C: cloroplasto, N: núcleo, RE: retículo endoplasmático, TUN: tunicamicina. 
 
Además, el GSH reduce la toxicidad de la tunicamicina, ya que aumenta la viabilidad 
celular y disminuye la expresión del gen DAD1. El gen DAD1 es un gen putativo 
antiapoptótico conservado en eucariotas desde humanos (Kelleher and Gilmore, 1997; 
Nakashima et al., 1993) y levaduras (Kelleher and Gilmore, 1994) hasta plantas (Gallois 
et al., 1997) y algas (Moharikar et al., 2007), cuya proteína forma parte del complejo 
que cataliza la N-glicosilación en el retículo endoplasmático (Kelleher and Gilmore, 
1997; Moharikar et al., 2007). Se cree que la proteína DAD1 está involucrada en 
prevenir la muerte celular (DAD1: Defender Against Death 1), hipótesis que cuadra con 
los resultados obtenidos en esta tesis. La tunicamicina induce la expresión de DAD1, ya 
que la toxicidad inducida por dicha droga compromete la viabilidad celular y las células 
deben activar distintos mecanismos de defensa para sobrevivir. Cuando además se 
añade GSH, disminuye significativamente la expresión de DAD1, debido a que el GSH 
reduce la toxicidad de la tunicamicina al aliviar el estrés oxidativo, por lo que la 
viabilidad de las células no se encuentra tan comprometida.  
Por otro lado, se ha comprobado que la tunicamicina induce la autofagia antes y más 
fuertemente en el mutante sor1. Este mutante es más resistente a estrés oxidativo, ya 
que tiene mutado un factor de transcripción de forma que presenta una expresión 
constitutiva elevada de genes de respuesta a estrés oxidativo (Fischer et al., 2012). 
Cuando se tratan células del mutante sor1 con tunicamicina, aumenta tanto la 
expresión como la cantidad de proteína ATG8 con mayor magnitud que en la estirpe 
silvestre. Además, este aumento ocurre antes en el tiempo que en la estirpe silvestre.  
Esto podría deberse a que la sobre-expresión de algunos genes de respuesta a estrés 
oxidativo, como GSTS1 y GPXH, puede provocar una disminución en los niveles 
celulares de GSH. La disminución de GSH se encuentra asociada a inducción de 
autofagia, tanto en organismos fotosintéticos (como se ha comprobado en esta Tesis) 
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como en mamíferos (Mancilla et al., 2015). Estos resultados sugieren de nuevo que la 
autofagia inducida por estrés en el retículo endoplasmático se encuentra asociada a 
señalización redox en Chlamydomonas. No obstante, no debe olvidarse que el efecto 
del GSH puede no estar asociado a eliminación de ROS y que puede estar implicado en 
otras vías de señalización, por ejemplo en la glutationilación de proteínas específicas 
(Zaffagnini et al., 2012). 
 
6.4 Inducción de autofagia por metales pesados en Chlamydomonas. 
 
Se ha demostrado que la exposición a altas concentraciones de metales causa daños 
celulares, estrés oxidativo y autofagia en varios organismos (Chiarelli and Roccheri, 
2012). No obstante, no se ha estudiado con anterioridad el efecto de los metales sobre 
la autofagia en organismos fotosintéticos. En la presente Tesis, se demuestra que 
ciertos metales son capaces de inducir la autofagia en Chlamydomonas. 
En primer lugar, los resultados obtenidos demuestran que el exceso de Ni2+ (níquel) 
provoca un aumento en la expresión y en el nivel de proteína ATG8, así como aparición 
de las formas lipidadas de dicha proteína, síntomas que indican inducción de autofagia. 
En otro estudio se ha demostrado que concentraciones de Ni2+ similares a las 
empleadas en esta Tesis tienen un efecto negativo sobre el crecimiento de 
Chlamydomonas (Zheng et al., 2013), lo cual concuerda con los resultados obtenidos 
en este trabajo.  
Además, se comprueba la localización celular de ATG8 en células tratadas con Ni2+ 
mediante inmunofluorescencia, visualizándose la señal en distintos puntos dentro de 
las células, con un patrón similar al observado en células sujetas a distintos tipos de 
estrés que inducen la autofagia (como estrés en el retículo endoplasmático). No 
obstante, no puede asegurarse si los puntos observados, que contienen ATG8, 
corresponden a estructuras autofágicas o a vacuolas. 
También se demuestra que el factor de transcripción CRR1 no es necesario para la 
inducción de autofagia por Ni2+. CRR1 regula la expresión de genes de respuesta a 
deficiencia de Cu2+ o presencia de Ni2+ en Chlamydomonas (Sommer et al., 2010). Este 
factor de transcripción no está implicado en la regulación de la autofagia en respuesta 
a Ni2+, ya que el mutante crr1 es capaz de inducir la autofagia en presencia de Ni2+.  
De hecho, se ha comprobado que este mutante presenta unos niveles de mRNA de 
ATG8 mayores que la estirpe silvestre en condiciones normales de crecimiento, que 
aumentan aún más en presencia de Ni2+, manteniendo siempre un nivel más alto que 
la estirpe silvestre. No obstante, este mayor nivel de mRNA no se traduce en un mayor 
nivel de proteína ATG8, aunque el mutante crr1 induce la autofagia antes que la 
estirpe silvestre en respuesta a Ni2+. Probablemente, estos resultados se deben a que, 
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al ser un mutante de un factor de transcripción, se encuentra transcripcionalmente 
desregulado y esto puede afectar indirectamente a la autofagia. 
Se realiza también un análisis transcriptómico global del mutante crr1 y la estirpe 
complementada en presencia de Ni2+. Los resultados obtenidos confirman la expresión 
de genes ATG de forma independiente a CRR1, así como la inducción de genes que 
codifican para subunidades del proteasoma, proteasas y proteínas relacionadas con la 
ubiquitina. Estos resultados sugieren que el Ni2+ provoca un daño generalizado en las 
células y activa vías degradativas como la autofagia. En concordancia con esta 
hipótesis, se comprueba que el transcriptoma de respuesta a Ni2+ presenta un alto 
nivel de solapamiento con el transcriptoma de repuesta a rapamicina y con el 
transcriptoma de eliminación de la proteasa del cloroplasto ClpP1, condiciones que 
inducen la autofagia (Perez-Perez et al., 2010; Ramundo et al., 2014). 
Finalmente, se comprueba el efecto de otros metales sobre la activación de la 
autofagia en Chlamydomonas. Se demuestra que el Cu2+ (cobre) y el Co2+ (cobalto) 
inducen la autofagia, ya que aumentan los niveles de mRNA de ATG8, aumentan los 
niveles de dicha proteína y aparecen sus formas lipidadas, además de cambiar la 
distribución celular de ATG8 formando un patrón similar al observado en condiciones 
que inducen la autofagia. En cambio, el Cd2+ (cadmio) y el Hg2+ (mercurio) no causan 
ningún efecto sobre ATG8 en Chlamydomonas y, por tanto, no inducen la autofagia en 
dicha microalga.  
Tanto el Cu2+ como el Co2+ ya habían demostrado inducir la autofagia en mamíferos 
(Gallo et al., 2014; Trejo-Solís et al., 2012), pero hasta ahora no se había comprobado 
su efecto sobre la autofagia en organismos fotosintéticos. Los resultados obtenidos en 
esta Tesis demuestran que el Cu2+ y el Co2+ son capaces de inducir fuertemente la 
autofagia en microalgas. Por tanto, la autofagia puede actuar como un mecanismo de 
defensa celular ante la toxicidad generada por ciertos metales pesados. 
Por otro lado, el Cd2+ ha demostrado inducir la autofagia en mamíferos (Son et al., 
2011; Wang et al., 2013; Wang et al., 2009) y erizos de mar (Chiarelli and Roccheri, 
2012), mientras que el Hg2+ ha demostrado recientemente hacerlo en humanos 
(Vergilio et al., 2015). Contrariamente a lo observado en organismos no fotosintéticos, 
estos metales no inducen la autofagia en Chlamydomonas, ni siquiera a altas 
concentraciones (150 y 2 µM respectivamente), a pesar de ser altamente tóxicos. En 
organismos fotosintéticos únicamente se ha demostrado que el Cd2+ promueve la 
formación de estructuras vacuolares en la microalga Micrasterias denticulata, pero ese 
estudio no analiza ningún marcador específico de autofagia (Andosch et al., 2012). 
Por tanto, la toxicidad provocada por Cd2+ y Hg2+ parece no inducir la autofagia en 
organismos fotosintéticos, al menos en las condiciones ensayadas en esta Tesis. Cabe 
la posibilidad de que estos metales induzcan la autofagia tan débilmente que los 
métodos utilizados en esta Tesis no permitan detectarlo. Otra posibilidad es que estos 
metales activen algún tipo de autofagia que no requiera de ATG8, como la 
microautofagia o la autofagia mediada por chaperonas. 
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6.5 Inducción de estrés oxidativo por metales pesados en Chlamydomonas. 
 
Se conoce que el Ni2+ genera estrés oxidativo en distintos organismos, desde plantas 
(Ivanishchev and Abramova, 2015) y peces (Defo et al., 2014; Zheng et al., 2014) hasta 
mamíferos (El-Habit and Abdel Moneim, 2014; Xu et al., 2015), en la presente Tesis se 
estudia si esto también sucede en microalgas. Se comprueba que existe un gran 
solapamiento (80%) entre el transcriptoma de respuesta a Ni2+ y el de respuesta a 
H2O2, que ha demostrado inducir estrés oxidativo y autofagia en Chlamydomonas 
(Perez-Perez et al., 2010). Se demuestra también que el Ni2+ provoca la inducción de 
los marcadores de estrés oxidativo GSTS1 y GPXH. Por tanto, los resultados sugieren 
fuertemente que el Ni2+ genera estrés oxidativo en microalgas. 
El Cu2+ provoca estrés oxidativo en mamíferos (Trejo-Solís et al., 2012) mientras que el 
Co2+ ha demostrado hacerlo en peces (Kubrak et al., 2011). En esta Tesis se ha 
demostrado que estos metales inducen la autofagia en Chlamydomonas y, aunque no 
se ha comprobado, es muy probable que también induzcan estrés oxidativo como 
hacen en otros modelos. 
Por otro lado, distintos estudios demuestran cómo parte de la toxicidad inducida por 
Cd2+ está provocada por estrés oxidativo en mamíferos (El-Habit and Abdel Moneim, 
2014; Nasiadek et al., 2014; Son et al., 2011; Wang et al., 2009), en peces (Defo et al., 
2014) y en erizos de mar (Chiarelli and Roccheri, 2012). En hepatocitos de rata, el 
antioxidante NAC alivia el estrés oxidativo provocado por Cd2+ y aumenta la viabilidad 
celular (Wang et al., 2014), lo que sugiere que el estrés oxidativo juega un papel 
importante en la toxicidad inducida por este metal. 
Finalmente, el Hg2+ es un elemento extremadamente tóxico que ha demostrado inducir 
estrés oxidativo de forma dosis dependiente en plantas (Sahu et al., 2012). Se cree que 
el Hg2+ causa estrés oxidativo atacando a moléculas antioxidantes con grupos –SH, 
como el GSH (Farina et al., 2013), por lo que probablemente cause estrés oxidativo en 
todas las especies. 
Por tanto, es muy probable que el Cd2+ y el Hg2+ provoquen también estrés oxidativo 
en microalgas, además de otros daños celulares. No obstante, los resultados obtenidos 
en la presente Tesis doctoral muestran que estos metales no inducen la autofagia en 
Chlamydomonas. 
 
6.6 Estrés oxidativo como inductor de autofagia en respuesta a metales pesados. 
 
En adición a las evidencias que indican que existe una conexión entre inducción de 
autofagia en respuesta a estrés en el retículo endoplasmático y señalización redox, los 
resultados de esta Tesis sugieren que también existe dicha conexión en respuesta a 
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toxicidad inducida por metales pesados. En concreto, se ha demostrado que el Ni2+ 
provoca estrés oxidativo en Chlamydomonas, y que la supresión de dicho estrés 
oxidativo con el antioxidante NAC reduce la inducción de autofagia. Por tanto, puede 
concluirse que el estrés oxidativo participa en la inducción de autofagia en respuesta a 








Figura 20: Inducción de autofagia por exceso de Ni2+ en Chlamydomonas. C: cloroplasto, N: 
núcleo. 
 
Estos resultados conducen a la hipótesis de que el estrés oxidativo está implicado en la 
inducción de autofagia en respuesta a metales pesados. Serían necesarias más 
evidencias experimentales para confirmar esta hipótesis, aunque los resultados 
obtenidos en la presente Tesis junto con los resultados obtenidos en estudios 
realizados en otros organismos así lo sugieren. 
El Cu2+ y el Co2+ también inducen la autofagia en Chlamydomonas, y muy 
probablemente provoquen estrés oxidativo como han demostrado hacer en otros 
organismos. Un estudio realizado en células humanas cancerígenas muestra que el 
Cu2+ induce la autofagia vía ROS provocando muerte celular, y que el antioxidante NAC 
reduce la autofagia provocada por el metal (Guo et al., 2010), de forma similar a lo 
observado en esta Tesis con Ni2+. En mamíferos, se ha demostrado que el Cu2+ induce 
la autofagia por estrés oxidativo y que la autofagia favorece la muerte celular (Trejo-
Solís et al., 2012). En otro estudio más reciente, se demuestra que el estrés oxidativo 
inducido por Cu2+ regula la autofagia transcripcionalmente (Zhong et al., 2014). 
Además, el Cu2+ y el Co2+ también han demostrado inducir estrés oxidativo en plantas 
(Ravet and Pilon, 2013) y algas (Jamers et al., 2006; Merchant et al., 2006; Tan et al., 
2010), por lo que es probable que la inducción de autofagia por estos metales esté 
mediada vía ROS.  
En cambio, el Cd2+ y el Hg2+ no inducen la autofagia en Chlamydomonas, a pesar de 
provocar estrés oxidativo e inducir la autofagia en organismos no fotosintéticos. Por 
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ejemplo, el antioxidante NAC alivia el estrés oxidativo provocado por Cd2+ en 
hepatocitos de rata y aumenta la viabilidad celular (Wang et al., 2014). El Cd2+ ha 
demostrado inducir la autofagia vía ROS en mamíferos (Luo et al., 2013; Son et al., 
2011; Wang et al., 2009), aunque dependiendo de la línea celular la autofagia actúa 
promoviendo la muerte celular (Wang et al., 2008) o bien aumentando la viabilidad 
(Luo et al., 2013). En células epidérmicas, el Cd2+ inhibe a mTOR además de causar 
estrés oxidativo, activando la autofagia por ambas vías (Son et al., 2011). La inhibición 
de TOR en Chlamydomonas provoca una activación de la autofagia (Perez-Perez et al., 
2010), ya que el Cd2+ no induce la autofagia en esta microalga es poco probable que 
inhiba a TOR.  
Por tanto, parece que el efecto de los metales en la inducción de la autofagia puede 
variar significativamente dependiendo del tipo celular. En concordancia con esto, los 
resultados de esta tesis muestran que el Cd2+ y el Hg2 no inducen la autofagia en 
organismos fotosintéticos mientras sí lo hacen de distintas formas en otros 
organismos. 
En conclusión, es posible que el estrés oxidativo provocado por ciertos metales 
participe en la inducción de autofagia, de forma similar a cómo lo hace el estrés 
oxidativo generado por estrés en el retículo endoplasmático. No obstante, no puede 
descartarse que los metales induzcan la autofagia por otras vías distintas al estrés 
oxidativo, como por ejemplo desplazando a otros metales de algunas metaloproteínas, 
lo que afecta a su actividad y puede inducir indirectamente la autofagia. De hecho, 
cabe destacar que muchas de las enzimas que participan en la eliminación de ROS en 
las células son metaloproteínas. 
 
6.7 Conexión entre estrés oxidativo y activación de autofagia en Chlamydomonas. 
 
Como ya se ha explicado, tanto el estrés en el retículo endoplasmático como la 
toxicidad provocada por ciertos metales provocan activación de  autofagia en 
Chlamydomonas, así como inducción de estrés oxidativo. Los resultados obtenidos en 
la presente Tesis doctoral, sugieren fuertemente que existe una conexión entre este 













Figura 21: Modelo de regulación de la autofagia en respuesta a estrés en el retículo 
endoplasmático y a exceso de Ni2+ en Chlamydomonas. 
 
Esta conexión se había sugerido ya en otras especies, por ejemplo se ha comprobado 
que la supresión de la autofagia da como resultado estrés oxidativo constitutivo en 
plantas (Xiong et al., 2014). En mamíferos, varias evidencias apuntan a que las especies 
reactivas de oxígeno son esenciales en la regulación de la autofagia (Filomeni et al., 
2015; Sciarretta et al., 2015; Scherz-Shouval and Elazar, 2011; Scherz-Shouval et al., 
2007). De hecho, un estudio realizado en humanos demuestra que las especies 
reactivas de oxígeno regulan la actividad de la proteasa ATG4, oxidando una cisteína 
próxima a su centro catalítico (Scherz-Shouval et al., 2007). 
En conclusión, los resultados obtenidos en la presente Tesis doctoral indican que la 
autofagia se encuentra regulada por vías de señalización redox en Chlamydomonas. Es 
decir, que las especies reactivas de oxígeno generadas por otros tipos de estrés 
pueden actuar como moléculas señalizadoras en la inducción de la autofagia. Se 
conoce que, a baja concentración, las especies reactivas de oxígeno actúan como 
señalizadoras, mientras que a altas concentraciones provocan estrés (Lee et al., 2012; 
Scherz-Shouval and Elazar, 2007, 2011). Además, se sabe que la autofagia se encuentra 
regulada al menos en parte por especies reactivas de oxígeno (Sciarretta et al., 2015), 
como ya se ha explicado anteriormente. 
En concreto, el H2O2 funciona como molécula señalizadora y se ha demostrado que el 
retículo endoplasmático lo produce de forma constitutiva debido al plegamiento 
proteico (Delaunay-Moisan and Appenzeller-Herzog, 2015), por lo que es fácil pensar 
el H2O2 actúe como señalizadora para inducir la autofagia. No puede descartarse que 
otras especies reactivas de oxígeno actúen como señalizadoras, aunque el H2O2 es una 
de las más estables. Tampoco puede descartarse que distintas fuentes de especies 
reactivas de oxígeno celulares, además del retículo endoplasmático, participen en la 





7.1 El estrés en el retículo endoplasmático induce estrés oxidativo y activa la 
autofagia, formando este proceso degradativo parte de la respuesta a estrés en 
el retículo en Chlamydomonas. 
 
7.2 Los genes PDI6, Rb60, ERO1 y CAL2 pueden ser empleados como marcadores 
específicos de estrés en el retículo endoplasmático en Chlamydomonas. 
 
7.3 El estrés oxidativo generado como consecuencia de un estrés en el retículo 
endoplasmático participa en la inducción de la autofagia en respuesta a este 
daño celular aunque no es el único responsable de la activación de este proceso 
degradativo. 
 
7.4 Concentraciones elevadas de Ni2+ en el medio de cultivo provocan un daño 
celular, generan estrés oxidativo, e inducen autofagia en Chlamydomonas de 
forma independiente al factor de transcripción CRR1. 
 
7.5 El Cu2+ y el Co2+ inducen autofagia en Chlamydomonas, al contrario de lo que 
ocurre con Cd2+ o Hg2+, al menos en las condiciones experimentales ensayadas 
en esta Tesis. 
 
7.6 La formación de ROS en respuesta a concentraciones elevadas de Ni2+ en el 
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